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De todas as substâncias empregadas como antioxidantes sintéticos em alimentos, as mais 
utilizadas são o butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), galato de propila 
(PG) e o terc-butil hidroquinona (TBHQ). São substâncias que tiveram seu uso aprovado 
em alimentos após investigações que comprovaram sua segurança dentro de um limite de 
ingestão diária. Sendo assim, estão sujeitas a legislações específicas de cada país ou por 
normas internacionais, necessitando de análises para garantir que estejam sendo usadas 
dentro dos limites estabelecidos por lei. Neste trabalho foi otimizada e validada uma 
metodologia para a separação e determinação simultânea dos antioxidantes sintéticos, mais 
empregados pela indústria brasileira (BHA, BHT, OG, PG e TBHQ), utilizando a técnica 
de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) com detector UV. A utilização de 
coluna C18 com fase móvel constituída por metanol e água acidificada permitiu a separação 
dos 5 antioxidantes em uma corrida cromatográfica de 20 minutos. A metodologia mostrou-
se eficiente com taxas de recuperação superiores a 90% para todos os antioxidantes 
estudados. Além da boa linearidade, os limites de detecção determinados foram de 3,09; 
4,96; 1,13; 0,61 e 2,36 para o BHA, BHT, OG, PG e TBHQ, respectivamente. O método foi 
aplicado a amostras de óleos vegetais (canola, girassol, milho e soja), margarinas e 
gorduras hidrogenadas, demonstrando a sua aplicabilidade a esse tipo de alimento. Para os 
óleos vegetais o único antioxidante encontrado, em apenas algumas marcas, foi o TBHQ. Já 
em margarinas e gorduras hidrogenadas foi detectada a presença de BHT. Em nenhuma das 
amostras analisadas foi encontrado antioxidante não permitido pela legislação brasileira, e 
em termos quantitativos os níveis estiveram abaixo do limite máximo permitido, 
demonstrando que a indústria brasileira do setor, quando se utiliza desses aditivos, está 












From all substances employed as synthetic antioxidant in foods, the most used are the butyl 
hydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT), propyl gallate (PG) and the tert-
butylhydroquinone (TBHQ). These are substances whose use in foods has been approved, 
after inquiries that had proven their security within an acceptable daily intake (ADI) limit. 
Thus, they are either controlled by the specific legislation of each country or by 
international norms, requiring analyses to guarantee that they are being used within legal 
limits. In this paper, there has been optimized and validated a methodology for separation 
and simultaneous determination of the most used synthetic antioxidant substances in 
Brazilian industry (BHA, BHT, OG, PG and TBHQ), by high performance liquid 
chromatography (HPLC) with UV detector. The use of C18 column with mobile phase 
consisting in methanol and acidified water allowed the separation of 5 antioxidant 
substances in a chromatographic analysis of 20 minutes. The methodology revealed itself 
efficient with recovery rates above 90% for all antioxidant substances studied. Besides 
good linearity,  the detection limits were of 3.09, 4.96, 1.13, 0.61 e 2.3 for BHA, BHT, OG, 
PG and TBHQ, respectively. The method was applied in samples of vegetal oil (canola, 
sunflower, maize and soy) and hydrogenated fats, demonstrating its applicability to this 
type of food. For vegetal oils the only antioxidant substance found, in some marks only, 
was TBHQ. In hydrogenated fats, in the other hand, the presence of BHT was detected. 
None of the analyzed samples revealed illegal antioxidant after Brazilian legislation, and, in 
quantitative terms, the rates stayed below maximum limit allowed, demonstrating that when 
this branch of Brazilian industry uses these additives, it is keeping at safe levels the use of 









 As alterações que os óleos e gorduras sofrem são decorrentes de reações químicas 
que levam o alimento à deterioração, como reações de oxidação, reversão, hidrólise e 
polimerização (ADEGOKE et al, 1998), sendo a oxidação a reação de maior importância, 
tanto do ponto de vista econômico como nutricional. A oxidação é responsável por 
alterações de odor, sabor, textura, consistência e aparência, assim como, a perda de valor 
nutricional, devido à destruição de ácidos graxos essenciais e vitaminas lipossolúveis 
(DRIEZAK, 1986; JADHAVI et al, 1997; BYRD, 2001). 
 Para prevenir ou retardar a oxidação a indústria de alimentos tem utilizado algumas 
ferramentas, entre elas a adição de substâncias denominadas de antioxidantes, que podem 
ser componentes naturalmente presentes nos alimentos ou substâncias intencionalmente 
adicionadas aos mesmos, que prolongam a vida útil de diversos tipos de alimentos. Dos 
antioxidantes sintéticos os mais utilizados em alimentos são butilhidroxianisol (BHA), butil 
hidroxitolueno (BHT), galato de propila (PG) e o terc-butilhidroquinona (TBHQ). 
Antioxidante foi uma das primeiras classes de aditivos as quais foram elaboradas 
propostas de normas de uso, baseadas em dados nacionais do emprego dessas substâncias. 
São substâncias que tiveram seu uso aprovado em alimentos após investigações que 
comprovaram sua segurança dentro de um limite de ingestão diária, sendo assim estão 
sujeitas a legislações específicas de cada país ou por normas internacionais, necessitando de 
análises para garantir que estejam sendo usados dentro dos limites seguros. 
A mistura de dois ou mais antioxidantes pode causar o aumento da atividade dos 
antioxidantes isolados, num efeito chamado sinergismo. Por esta razão, é comum a mistura 
de substâncias antioxidantes na formulação para alimentos. Há na literatura vários métodos 
para a determinação dessas substâncias, mas devido ao número de compostos permitidos e 
as combinações em que podem ser utilizados, métodos que permitam detectar 
simultaneamente mais de um antioxidante são hoje os mais procurados pelos pesquisadores. 
Entre esses métodos destaca-se a cromatografia líquida de alta eficiência, mas muitos dos 
métodos propostos na literatura não se mostram aplicáveis em laboratórios nacionais, pelo 
uso de solventes ou reagentes pouco comuns, ou então não permitem a determinação 
simultânea dos antioxidantes mais empregados pela industria brasileira. 
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Os objetivos deste trabalho foram: (1) otimizar as condições para a separação dos 
antioxidantes sintéticos, mais empregados pela indústria brasileira (BHA, BHT, OG (galato 
de octila), PG e TBHQ), utilizando a técnica de CLAE com detector UV, (2) validação da 
metodologia, utilizando a cromatografia líquida de alta eficiência para determinação de 
antioxidantes sintéticos em óleos vegetais, (3) determinar quais os antioxidantes sintéticos 
que estão sendo mais utilizados nos óleos de soja envasados em embalagem PET e em lata, 
em que níveis estão sendo adicionados e se estão ou não de acordo com a legislação 
brasileira, e (4) verificar se existem diferenças quanto aos teores de antioxidantes sintéticos 
adicionados em diversos tipos de óleos vegetais (canola, girassol, milho e soja), margarinas 
e gorduras hidrogenadas comercializadas na Cidade de São Paulo/SP, levantar dados sobre 
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A oxidação lipidica é uma das principais causas da deterioração de alimentos e ocorre na 
fração gordurosa dos mesmos. Para prevenir ou retardar a oxidação a indústria de alimentos 
tem utilizado algumas ferramentas, entre elas a adição de substâncias denominadas de 
antioxidantes, que podem ser componentes naturalmente presentes nos alimentos ou 
substâncias intencionalmente adicionadas aos mesmos, que prolongam a vida útil de 
diversos tipos de alimentos. Dos antioxidantes sintéticos os mais utilizados em alimentos 
são butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), galato de propila (PG) e terc-
butilhidroquinona (TBHQ). Esta revisão faz uma abordagem dos diversos métodos de 
análise para a determinação dos antioxidantes sintéticos utilizando técnicas como os 
espectrofotométricos, a cromatografica (camada delgada-CCD, em fase gasosa-CG, e 
líquida de alta eficiência-CLAE), eletroforese capilar (CE), métodos eletroquímicos e 
outros. 
 




Lipid oxidation is one of the main causes of the food deterioration and occurs in the greasy 
fraction. To prevent or to delay the oxidation the food industry has used some means, 
among them the addition of the so called antioxidant substance, that can be ether food's 
natural compounds or intentionally added substances, that draw out the useful life of 
diverse types of foods. Among the most used synthetic antioxidant substances are 
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butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT), propyl gallate (PG) and tert-
butyhydroquinone TBHQ). This revision approaches the diverse analythical methods for 
determination of synthetic antioxidant substances using techniques as the spectrophometric, 
the chromatographic (thin layer-CCD, gaseous-CG layer, and high performance liquid-
HPLC), capillary eletrophoresis (CE), electrochemical methods and others. 
 




A oxidação lipidica é uma das principais causas da deterioração de alimentos e 
ocorre na fração gordurosa dos mesmos. Os fatores que promovem a oxidação lipidica são: 
calor, luz, traços de metais (ferro ou cobre), grau de insaturação dos ácidos graxos, 
presença de resíduos de pigmentos e disponibilidade de oxigênio. 
A oxidação lipidica,  também denominada de autoxidação, é uma reação em cadeia, 
inicia-se com a formação de radicais livres e tem como produto primário os hidroperóxidos. 
Esses hidroperóxidos são clivados em compostos orgânicos menores, como aldeídos, 
cetonas, álcoois e ácidos, que resultam na liberação de odor e sabor característicos de óleos 
e gorduras rancificados. Para prevenir ou retardar a oxidação a indústria de alimentos tem 
utilizado algumas ferramentas, entre elas a adição de substâncias denominadas de 
antioxidantes, que podem ser componentes naturalmente presentes nos alimentos ou 
substâncias intencionalmente adicionadas aos mesmos, que prolongam a vida útil de 
diversos tipos de alimentos. 
Os antioxidantes sintéticos têm sido usados desde 1940, quando estudos mostraram 
que o  butilhidroxianisol (BHA) retardava a oxidação em alimentos. Pouco tempo depois, 
constatou-se que alguns ésteres alquilicos do ácido gálico também possuíam potencial 
como antioxidante (Shahidi96, 2000). Dos sintéticos os mais utilizados em alimentos são 
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), galato de propila (PG) e terc-
butilhidroquinona (TBHQ), que são compostos de origem fenólica que devido a sua 
toxicidade têm seu uso regulamentado na maioria dos países, necessitando de análises para 




Nos últimos anos uma crescente preocupação tem sido dada aos efeitos 
toxicológicos decorrentes da ingestão diária dos antioxidantes sintéticos. Estudos a longo 
prazo tem demostrado que os antioxidantes sintéticos BHA e BHT podem produzir tumores 
em animais; o PG anemia, retardo no crescimento e hiperplasia no estômago. E o TBHQ 
demonstrou potencial mutagênico em determinados ensaios (Madhavi e Salunkhe68, 1997, 
Barlow14, 1997).  
O JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives), comitê conjunto FAO/OMS 
de peritos em aditivos alimentares e contaminantes, bem como normas publicadas pelo 
Codex Alimentarius, estabeleceram um limite de ingestão para o aditivo. Este valor é 
representado pela IDA (Ingestão Diária Aceitável) expressa em mg do antioxidante por kg 
de peso corpóreo. O conceito de IDA implica na ingestão diária do aditivo por toda vida, 
sem risco apreciável à saúde humana, a luz dos conhecimentos toxicológicos disponíveis na 
época da avaliação. As IDAs  de  0-0,555 e 0-0,355 mg/kg  por peso corpóreo(pc) foram 
estabelecidas para o BHA e o BHT, respectivamente, e para o PG de 0-2,555 mg/kg pc.  O 
OG (galato de octila) e o DG (galato de dodecila) não tiveram suas IDAs estabelecidas por 
falta de informações toxicológicas, e para o TBHQ atribui-se uma IDA temporária de 0-
0,755 mg/kg pc, até que se finalizem os estudos. 
 
LEGISLAÇÃO 
No Brasil, a legislação que regulamenta a utilização de antioxidantes em creme 
vegetal, margarinas, óleos e gorduras é a Resolução no 04/88 - CNS/MS23, de 24 de 
novembro de 1988, em vigor até a presente data. 
Na Tabela 1 encontram-se os alimentos onde é permitido o uso de antioxidantes 
BHA, BHT, TBHQ, PG, DG e OG, com os respectivos códigos de rotulagem e limites 



















































Óleos e gorduras 
 


















* Será tolerado a mistura na dose de 0,02g/100g no total, isto é; a soma dos dois não pode ultrapassar seu 
valor individual (Decreto no 5587122, de 26/03/65). 
 
 A Tabela 2 apresenta limite máximos de antioxidantes sintéticos permitidos em 
alguns países para óleos, gorduras e similares. Observa-se que o BHA, BHT e o PG são 
permitidos em todos os paises relacionados na Tabela 2, enquanto que o TBHQ ainda não 
foi aprovado para uso na Comunidade Européia, Canadá e outros. 
 
Tabela 2: Limites máximos de antioxidantes sintéticos permitidos em alguns países. 
Antioxidante (mg/kg)  
Pais 
 
Produto BHA BHT TBHQ PG OG DG 
Argentina11 Óleos e gorduras 200 200 200 100 100 100 
Australia13 Óleos, emulsões e margarinas 200 100 200 100 100 100 
Canadá25 Óleos, gorduras e "shortenings" 200 100 - 100 - - 
Comunidade 
Europeia28 
Óleos e gorduras essencialmente 
livre de água 
Óleos, gorduras e emulsões 
gordurosas (tipo água-óleo) 































Estados Unidos36  Óleos, gorduras e "shortenings" 200 200 200 200 200 200 




MECANISMO DA AUTOXIDAÇÃO LIPÍDICA 
O mecanismo da autoxidação pode ser descrito como uma reação em cadeia 
formada por três distintas etapas: iniciação, propagação e terminação. 
Acredita-se que a autoxidação dos lipídios é iniciada com a formação de radicais 
livres. Essas moléculas podem ser geradas na presença de catalisadores, como luz, presença 
de traços de metais, irradiação e calor. Além disso, a presença de quantidades de traços de 
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hidroperóxidos presentes no alimento antes mesmo do início da oxidação, podem gerar 
radicais livres através da sua decomposição formando radicais alcoxi (Equação 2).  
 
 
Os hidroperóxidos são formados por vários caminhos, incluindo reação com o 
oxigênio singlet com um ácido graxo insaturado, ou através da reação catalisada pela 
enzima lipoxigenase. 
Na etapa de iniciação, os radicais livres são formados através da abstração do átomo 
de hidrogênio de um grupamento metil, adjacente à dupla ligação do ácido graxo insaturado 
presente na molécula do triacilglicerol, formando um radical lipídico (equação 1). 
Os radicais lipídicos formados na etapa de iniciação passam para a etapa de 
propagação (Equações 3 e 4). Esses radicais reagem com oxigênio formando radicais 
peróxido livres, estes por sua vez abstraem um átomo de hidrogênio de uma outra molécula 
de ácido graxo insaturado, produzindo os hidroperóxidos e outro radical lipídico, que irão 
reagir com outras moléculas de lipídios dando continuidade a reação até que não existam 
mais moléculas de ácidos graxos insaturados disponíveis. 
Quando ocorre a redução da quantidade de lipídios insaturados ou ácidos graxos 
insaturados presentes, os radicais se ligam uns aos outros, formando compostos estáveis, os 
não-radicais (Equações 5, 6 e 7). Desta forma, a reação de terminação levam à interrupção 
Iniciação              RH                      
 
    R•       +     H•                         (1)    
                                   triacilglicerol                                                radical lipídico 
 
                         ROOH                     
 
    RO•      +     HO•                    (2)   
                                                                    radical alcóxi 
 
 
Propagação        R•        +     O2      
 
   ROO•                                       (3)  
                                                                     radical peróxi 
 
                          ROO•    +    RH      
 
   R•     +     ROOH                      (4) 
                                                                                        hidroperóxido  
 
Terminação       R•         +    R•         
 
    R-R                                         (5)  
                         R•         +    ROO•    
 
    ROOR                                     (6)   
                                     ROO•   +    ROO•    
 
    ROOR   +   O2                                     (7) 
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da seqüência repetitiva da etapa de propagação da reação em cadeia (Adegoke et al.1,1998; 
Jadhavi et al.54, 1997). 
 
MECANISMO DE AÇÃO DOS ANTIOXIDANTES 
Os antioxidantes são classificados segundo sua forma de atuação em antioxidantes 
primários e secundários. Os primários atuam interrompendo a cadeia da reação através da 
doação de elétrons ou hidrogênio aos radicais livres, resultando em produtos 
termodinamicamente estáveis e/ou reagindo com os radicais livres formando o complexo 
lipídio-antioxidante que pode reagir com outro radical livre. Pertencem a este grupo os 
antioxidantes BHA, BHT, TBHQ, tocoferóis, galatos. 
Os antioxidantes primários podem tanto retardar ou inibir a etapa de iniciação 
reagindo com um radical lipídico livre, como inibir a etapa de propagação, reagindo com 
radicais peróxi ou alcóxi (Madhavi e Salunkhe68, 1997). 
 
 
O radical de antioxidante livre formado pode posteriormente interferir nas reações 
de propagação da cadeia de oxidação, formando peróxido (Madhavi e Salunkhe68, 1997). 
 
Os secundários, atuam retardando a etapa de iniciação da autoxidação, por 
diferentes mecanismos: como quelantes, formando complexos com metais ou sequestrantes 
reagem com o oxigênio livre, removendo-o do sistema, como exemplos de quelantes  
EDTA (etileno diamino tetracético), ácido cítrico, ácido tartárico, polifosfatos e lecitina 
(Shahidi96, 2000). As substâncias mais utilizadas como sequestrantes são: ácido ascórbico, 
ácido eritórbico, sulfitos e o palmitato de ascorbila. Temos também substâncias que atuam 
      AH     +     R•       
 
    A•    +    RH 
    antioxidante                                         radical de antioxidante 
    AH     +     ROO•   
 
   A•    +    ROOH 
     AH     +     RO•         
 
    A•    +    ROH 
      A•     +     ROO•   
 
    ROOA 
      A•     +     RO•      
 
    ROA 
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através da decomposição de hidroperóxidos para formar espécie não radical, absorvendo a 
radiação ultravioleta e desativando oxigênio singlet. (Jadhavi et al.54, 1997). 
A mistura de dois ou mais antioxidantes pode causar o aumento da atividade dos 
antioxidantes isolados, num efeito chamado sinergismo. Por esta razão, é comum a mistura 
de várias substâncias antioxidantes na formulação para alimentos (Giese41, 1996).  
Os sequestrantes de oxigênio e quelantes de metais exibem efeito sinergista uma vez 
que atuam como doadores de hidrogênio para o radical fenoxil, regenerando o antioxidante 
primário, ou inativando íons metálicos, neutralizando seu efeito pró-oxidante.  
O efeito sinergístico pode ser observado entre antioxidantes primários e entre estes e 




MÉTODOS PARA DETERMINAÇÃO DE ANTIOXIDANTES SINTÉTICOS 
Extração 
Muitas técnicas de extração de antioxidantes em alimentos foram propostos por 
diversos pesquisadores, tais como destilação a vapor (Anglin et al5, 1956, Filipic e Ogg39, 
1960), destilação a vácuo, extração por solventes (Mahon e Chapman69, 1951) e 
sublimação. As técnicas de destilação por vapor e a vácuo apresentam como desvantagens o 
tempo requerido para a extração do antioxidante e a quantidade do destilado necessário 
para se obter recuperações quantitativas. 
A extração por solventes tem sido a mais utilizada, podendo ou não serem 
realizadas etapas posteriores de limpeza do extrato. Esta técnica apresenta o inconveniente 
de extrair quantidades consideráveis da matriz do alimento que são co-extraídas. Para 
minimizar este problema técnicas de partição líquido-líquido e coluna de limpeza podem 
ser usados para a remoção de substâncias co-extraídas com os antioxidantes (Robards e 
Dilli88, 1987). Para a extração é necessário o uso de solventes de alto grau de pureza, caso 
contrário, traços de impurezas podem causar perdas de antioxidantes (Robards e Dilli88, 
1987). 
Devido a variação da polaridade dos antioxidantes sintéticos, muitos solventes tem 
sido usados para a extração, incluindo acetonitrila, hexano, éter de petróleo, 
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dimetilsulfóxido (DMSO), acetato de etila, vários álcoois e soluções aquosas de álcoois. 
 Dos solventes citados, a acetonitrila e misturas de água-álcool são os mais usuais 
para a extração dos antioxidantes. A acetonitrila tem a desvantagem de apresentar baixas 
recuperações para o BHT (Robards e Dilli88, 1997; Karavicová e Simko56, 2000)  e co-
extrair concentrações significativas de substâncias interferentes. Entretanto, Page e 
Charbonneau81 (1989), reportaram recuperações acima de 91% para o BHT realizando três 
extrações com acetonitrila. (Robards e Dilli88, 1987). 
 
Métodos de Análise 
• Colorimétricos e espectrofotométricos 
As reações mais empregadas nos métodos colorimétricos baseiam-se nas 
propriedades fenólicas e redutoras dos antioxidantes. Esta técnica fundamenta-se na reação 
do antioxidante com um reagente específico para o desenvolvimento de cor, produzindo 
absorção máxima na região visível do espectro de absorção. 
São muitos os métodos desenvolvidos para a determinação do butilhidroxianisol 
(BHA), mas os mais usados são com o reagente de Gibb´s e o ácido sulfanílico. 
O destilado contendo BHA é tratado com o reagente de Gibb´s (2,6-dicloroquinona-
4-clorimida) produzindo um composto azul que é medido a 620 nm. Esta reação é 
específica para o BHA em presença BHT. O reagente de Gibb´s foi utilizado por Mahon e 
Chapman69 (1951), Anglin et al.5 (1956), Filipic e Ogg39 (1960), Sato e Kawamura91(1972), 
Enedina Lucas e Marina Molina35 (1985-1986) e Kobayashi et al,60,61 (1986a  e 1986b). 
O ácido sulfanílico reage com o BHA produzindo um composto colorido que 
absorve a 535nm. Não é uma reação específica, já que o BHT também reage, embora a uma 
velocidade menor (Laslo e Dugan64, 1961). 
Muitos estudos ou métodos foram propostos para desenvolver uma reação 
específica e rápida para a determinação do BHT em presença de BHA e de outros 
antioxidantes. Szalkowski e Garber101 (1962) propuseram um método baseado na separação 
de BHT de óleos e gorduras por destilação a vapor e determinação colorimétrica com o 
reagente dianisidina-ácido nitroso. O produto colorido formado  do reagente é extraído com 
clorofórmio e a absorbância medida a 520 nm. 
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Sloman et al.97 (1962) e Kobayashi et al.61 (1986b), utilizaram a mesma reação para 
determinação do BHT e  BHA que combina com o reagente de Gibb´s para o BHA uma 
aparelhagem de destilação para coletar duas frações.  
Um procedimento rápido para determinação de BHA em óleos e gorduras foi 
proposto por Komaitis e Kapel63 (1985). Uma coloração púrpura-violeta é desenvolvida 
quando ocorre a reação do BHA com NN-dimetil-p-fenilenediamina e ferricianeto de 
potássio. 
Prasad et al.85 (1987) desenvolveram um método colorimétrico baseado no reagente 
hidrocloreto de 3-metil-2-benzothiazolinona hidrazona (MBTH) e sulfato cérico amoniacal 
para determinação do TBHQ, BHA e ácido gálico em óleos sendo a absorbância das 
espécies coloridas medidas a 500, 480 e 440 nm, respectivamente. 
Os galatos podem ser estimados pela reação com sulfato ferroso (Anglin et al.5, 
1956) ou tartarato ferroso (Mahon e Chapman69, 1951, Vos, Wessels e Six109, 1957), 
resultando num complexo de coloração azul-violeta. 
Vos, Wessels e Six109 (1957) relataram uma reação qualitativa para distinguir 
presença de OG (galato de octila) e DG (galato de dodecila), quando o tartarato ferroso é 
adicionado ao metanol, seguida de agitação com uma mistura de álcool isoamilico/éter de 
petróleo. A formação de uma coloração violeta-azul na fase superior indica a presença de 
DG, já que OG não forma coloração com este reagente. 
 Medidas de absorções no UV possibilitam um excelente meio de quantificar os 
antioxidantes sintéticos que possuem absorções nessa região devido as transições π → π*. 
Entretanto, a presença de  interferentes com outros antioxidantes e/ou compostos fenólicos 
que podem estar presentes naturalmente também absorvem nessa região. Assim sendo, 
muitos dos métodos propostos normalmente estão associados a métodos seletivos de 
extração ou cromatográficos (Kochhar e Russell62,1997, Robards e Dilli88, 1987). 
 
 
• Cromatografia de papel e camada delgada  
Os métodos colorimétricos e espectrofotométricos foram os mais utilizados no 
passado. Entretanto, devido às suas várias limitações, como o tempo de análise, a não 
separação de compostos interferentes e, muitas vezes, os altos limites de detecção obtidos e 
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a impossibilidade de determinações simultâneas de antioxidantes, estes métodos foram 
substituidos, ao longo dos anos, por técnicas cromatográficas (Filipic e Ogg39, 1960, 
Komaitis e Kapel63, 1985 e Kline, Joe e Fazio59, 1978). 
No início dos anos 50, foram desenvolvidas técnicas cromatográficas para 
separação, detecção e quantificação de antioxidantes em alimentos. Os resultados 
quantitativos ou semi-quantitativos eram obtidos por técnicas colorimétricas ou 
espectrofotométricas. 
A separação, dos antioxidantes por CCD, embora mais rápida, produzia uma 
reprodutibilidade em termos de Rf (fator de retenção) inferior a obtida em separações por 
CP, além da utilização de reagentes mais corrosivos (Scheidt e Conroy92, 1966 e Van 
Peteguen e Dekeyser108, 1981). Segundo Sahasrabudhe90 (1964), a determinação 
quantitativa de antioxidantes por CCD dependia principalmente de três fatores, a extração 
efetiva dos compostos da matriz, separação adequada dos mesmos e recuperação 
quantitativa a partir das placas. Apesar das limitações da CCD em relação a outros métodos 
cromatográficos, esta técnica ainda é utilizada em alguns casos, principalmente em função 
de seu baixo custo em relação aos métodos instrumentais. 
 
• Cromatografia em fase gasosa 
A cromatografia em fase gasosa (CG) desde o seu desenvolvimento tornou-se uma 
das técnicas mais utilizadas para a determinação de antioxidantes em alimentos, tendo 
como uma das principais vantagens os baixos limites de detecção desses compostos 
(Stuckey e Osborne99, 1965). É considerada uma das técnicas mais exata, sensível e rápida 
para análises quantitativas, principalmente pela eficiência na separação e pela sensibilidade 
do sistema de detecção em comparação com os métodos colorimétricos e 
espectrofotométricos tradicionais (Robards e Dilli88, 1987). A grande desvantagem da CG é 
a necessidade de reação de derivatização, para conversão em compostos voláteis.  
Muitos métodos por CG foram desenvolvidos para determinação quantitativa de 
antioxidantes sintéticos presentes em diversos tipos de alimentos apresentados na Tabela 3. 
Outros autores foram citados por Robards e Dilli88 (1987) e Kochhar e Rossel62 (1997). 
Antioxidantes como BHA e BHT, podem ser analisados através da injeção direta 
(Takahashi102, 1964, Hartman e Rose47, 1970, Kline, Joe e Fazio59, 1978, Yang, Lin e 
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Choong114, 2002) em CG ou por derivatização. Já o TBHQ e o PG, necessitam de prévia 
derivatização, e por vezes esse pré-tratamento pode ser longo e de difícil execução, além da 
derivatização tornar-se mais uma variável de erro, afetando a precisão (Choong e Lin27, 
2001). 
Para a derivatização podem ser empregados trimetilsilanização, metilação ou 
acetilação (Robards e Dilli88, 1987). Empregaram trimetilsilanização Stoddard98 (1972), 
Kline, Joe e Fazio59 (1978), Austin e Wyatt12 (1980), Page e Kennedy82 (1976), determinou 
2-BHA, 3-BHA, TBHQ e PG como derivados de heptafluorobutiratos, N,O-bis-
(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA) foi utilizado por Austin e Wyatt12(1980) e 
Icenhour e Van Dolah50 (1991) para derivatização. Mais recentemente, Choong e Lin27 
(2001), propôs um método simples de metilação para determinação de BHA, BHT e TBHQ 
em óleos e gorduras. 
Para a quantificação os autores deram preferência a utilização de padrões internos 
tais como: di-BHA (di-terc-butil-4-hidroxianisol) por Schwecke e Nelson93 (1964), Senten, 
Waumans e Clement95. (1977), Takahashi103,104 (1967, 1968), Beaulieu e Hadziyev15 
(1982), Mariani e Fedeli70 (1983). O undecanoato de metila por Hartman e Rose47 (1970), o 
pentadecanoato de metila por Stoddard98 (1972), o 2,3,4,5-tetraclorofenol por Page e 
Kennedy82 (1976), o N,O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA) por Austin e 
Wyatt12 (1980), o bifenil por Greenberg et al.44 (1984), o propil paraben por Icenhour e Van 
Dolah50 (1991), o 2-terc-butil-4-metilfenol por González42 (1998) e González43 (1999) e o 
8-quinolinol (8Q) foi utilizado em diferentes razões por Yang, Lin e Choong114, (2002). 
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Tabela 3: Alguns trabalhos para determinação de antioxidantes sintéticos em alimentos por 







BHA e BHT Grânulos de batata 24 
BHA e BHT Cereais 93, 94,102,103 
BHA e BHT Cereais e grânulos de batata 104 
BHA e BHT Óleos 105 
BHA e BHT Óleos e gorduras 47 
2BHA/3BHA,BHT,TBHQ,PG ou NDGA Óleos e gorduras 98 
2BHA/3BHA,TBHQ,PG Óleos 82 
BHA e BHT Óleos 95 
3BHA,BHT,Ionox-100,TBHQ,PG Óleos, gorduras e alimentos desidratados 59 
TBHQ Alimentos secos, camarão congelado, manteiga, óleos e margarinas 106 
TBHQ Óleos 12 
BHA,BHT,TBHQ Óleos 72 
BHA,BHT,TBHQ e PG Óleos 111 
BHA, BHT e TBHQ Óleos 73 
BHA e BHT Purê de batatas desidratada 15 
BHA, BHT e Ionox-100 Óleos e gorduras 70 
BHA e BHT Óleos e gorduras 34 
BHA e BHT Goma de mascar 44 
BHA, BHT e TBHQ Óleos 117 
TBHQ Óleos de peixe 50 
α-TOC,AC.TOC.BHA,BHT, TBHQ Óleos e gorduras 42 
α-TOC,AC.TOC.BHA,BHT, TBHQ Óleos, gorduras, queijo, patê e molhos 43 
BHA,BHT e TBHQ Óleos e gorduras 27 
BHA,BHT e TBHQ Óleos e gorduras 114 
DG,OG e PG Óleos essenciais 37 
 
 
• Cromatografia líquida de alta eficiência  
A partir dos anos 70, foi possível o desenvolvimento de métodos rápidos não-
destrutivos e com separações quantitativas de vários compostos não-voláteis, tendo início 
nesta época a utilização da cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) na separação de 
antioxidantes.  
Uma variedade de procedimentos cromatográficos em fase reversa foram 
desenvolvidos para a análise de antioxidantes, utilizando principalmente detecção por 
ultravioleta (UV). (Robards e Dilli88 1987 e Kochhar e Rossell62 1997). A utilização de fase 
normal para separações por CLAE não são usuais para determinação de antioxidantes 
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sintéticos. Dos autores citados na Tabela 4, Van Niekerk e Du Plessis107(1980), Indik e 
Woollard51 (1986) e Anderson e Van Niekerk3 (1987); foram os únicos que propuseram 
métodos por CLAE para a determinação de antioxidantes sintéticos em óleos e gorduras 
utilizando fase normal.  
As fases móveis mais utilizadas, quando do emprego da fase reversa, são 
combinação de acetonitrila, metanol, isopropanol, tetrahidrofurano e água, enquanto que 
para fases normais a preferência foi para hexano-1,4-dioxano-acetonitrila. 
A utilização de par iônico (CPI) foi empregada por Chen e Fu26 (1995) utilizando 
como brometo de hexadeciltrimetilamônio (HTA) como íon pareante para a determinação 
de BHA e TBHQ em molho de soja. Indik e Woollard51 (1986), reportaram um método 
para separação de BHA, BHT, TBHQ e tocoferóis utilizando sistema com duas fases 
móveis ((1) hexano-2-propanol e (2) hexano-cloreto de metileno-acetonitrila). Entretanto os 
antioxidantes mais polares, como o PG, não eram separados efetivamente. 
Há na literatura vários relatos sobre a utilização tanto da eluição isocratica 
(Anderson e Van Niekerk3, 1987, Constante29, 1975, Hall III et al46, 1994, Rustan et al89, 
1993) como por gradiente (Andrikopoulos et al4, 1991, Archer10, 1981, Page78,79,801979, 
1983, 1993, Page e Charbonneau811989,  Pinho et al84, 2000, Perrin e  Meyer83, 2002) para 
a determinação de antioxidantes nos alimentos. 
Alguns autores3,16,17,18,29,46,51,53 citados na Tabela 4, utilizaram eluição isocrática 
para a determinação de antioxidantes sintéticos. Rustan et al89, 1993; também usou eluição 
isocrática para a determinação de α, γ e δ-tocoferóis, BHT, BHA, PG, OG, DG, NDGA, 
TBHQ, palmitato de ascorbila e β-caroteno de alimentos. No procedimento proposto foram 
utilizados coluna C18 e 7 fases móveis baseados em várias combinações de acetonitrila, 
metanol, água e tetrahidrofurano foram estudados. Nos ensaios com o suco de cenoura, 
f'ormulações lácteas desidratadas para bebes e bolos mostraram-se que todos os 12 
antioxidantes podiam ser determinados por eluição isocrática. As fases móveis 
consideradas ótimas foram: acetonitrila-tetrahidrofurano/água (65:20:2) para suco de 
cenoura e f'ormulações lácteas desidratadas para bebes e acetonitrila-tetrahidrofurano/água 
(55:30:45) para bolos. 
A utilização da eluição por gradiente apresenta melhores resultados na determinação 
simultânea de vários antioxidantes utilizados em combinação nos alimentos. 
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Page78 (1979) propôs a determinação de 9 antioxidantes sintéticos (PG, THBP, 
TBHQ, NDGA, BHA, IONOX-100, OG, DG e BHT) em óleos e gorduras. A determinação 
foi realizada utilizando-se coluna Lichrosorb RP-18, eluição por gradiente com água:ácido 
acético (95:5,v/v) e acetonitrila:ácido acético (95:5,v/v) e detecção a 280 nm. As 
recuperações médias obtidas foram entre 84 e 87% para o BHT e 96% e 103% para os 
demais antioxidantes. Page79 (1983) aplicando a mesma metodologia, realizou um estudo 
colaborativo para a determinação dos mesmos antioxidantes com exceção do OG e DG. 
Posteriormente o método foi adotado pela AOAC7 (Association Official Analytical 
Chemists) para a determinação dos antioxidantes em óleos e gorduras. 
 Alguns anos depois Page e Charbonneau81 (1989) aplicaram a metodologia em 
alimentos desidratados, aperfeiçoando as taxas de recuperação dos antioxidantes. Pinho et 
al.84 (2000) e Perrin e Meyer83 (2002) ampliaram o uso da técnica por CLAE para 
determinação de antioxidantes em alimentos como patês, carne desidratada e ração. 
A separação dos triacilgliceróis juntamente com os antioxidantes PG, OG, DG, 
BHA, TBHQ, BHT, IONOX-100, THBP e NDGA, bem como os antioxidantes naturais 
tocoferóis e acetato de α-tocoferol foi proposto por Andrikopoulos et al4 (1991). Neste 
método foi utilizado coluna de fase reversa, eluição por gradiente com água-acetonitrila-
metanol-isopropanol e detecção por UV.  
Williams e Macrae110 (1989), empregaram a cromatografia de exclusão molecular 
(SEC) acoplado on-line a CLAE de fase reversa para análise de contaminantes de baixo 
peso molecular e aditivos em alimentos como BHT. 
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Tabela 4: Alguns trabalhos para determinação de antioxidantes sintéticos em alimentos por 







BHA, BHT,DG,OG,PG Óleos e gorduras 29 
BHA,BHT,TBHQ,THBP,PG,OG,DG,Ionox-100 e NDGA Óleos, gorduras animais e vegetais 78 
TBHQ Óleos 107 
BHA, BHT,DG,OG,PG , TBHQ Óleos e gorduras 10 
BHA,BHT,TBHQ,THBP,PG,Ionox-100 e NDGA Óleos e gorduras 79 
Isômeros do BHA Reagente puro 6 
Isômeros do BHA Reagente puro 17 
BHA,BHT,TBHQ Óleos 58 
BHA,BHT,TBHQ Óleos e gorduras 51 
BHA,DG,OG,PG,TBHQ,THBP, NDGA Óleos e gorduras 3 
BHT Aves 16 
BHA,BHT,TBHQ,THBP,PG,OG,DG e  NDGA Óleos e gorduras 100 
BHA,BHT,TBHQ,THBP,PG, Ionox-100 e NDGA Alimentos secos 81 
BHA, BHT e PG Reagentes puros 53 
BHT,BHA,PG,OG,DG e NDGA  Reagentes puros 45 
BHA,BHT,TBHQ,THBP,PG,OG,DG,Ionox-100,NDGA Óleos 4 
BHA,BHT,TBHQ,THBP,PG,OG,DG,Ionox-100 e NDGA Manteiga  80 
BHA, BHT,OG e NDGA Margarinas  38 
α, γ, δ-tocoferóis, BHT,BHA,PG,OG,DG, NDGA, TBHQ, 
palmitato de ascorbila e β-caroteno 
 
Leite em pó e biscoito para aperitivos 
 
89 
BHA,BHT,PG,TBHQ e NDGA Óleos e gorduras 115 
PG,THBP,TBHQ,NDGA,BHA,Ionox-100,OG, BHT e DG 
 




BHA,BHT,PG,TBHQ Reagentes puros 46 
BHA e TBHQ Rosbife seco  26 
DG,OG,PG Óleos essenciais 37 
.BHA,BHT,DG Margarinas 52 
BHA,di-BHA, BHT e PG Plasma e tecidos humanos 18 
PG,THBP,TBHQ,NDGA,BHA, Ionox-100,OG,BHT e DG Manteiga, margarina, gordura e cremes 67 
BHA e BHT Óleos, gorduras e preparados p/sopa desidratados 33 
BHA,BHT e TBHQ Óleos, alimentos e fluidos biológicos 116 
BHA,BHT,DG,OG,PG Produtos de panificação 86 
BHA,TBHQ,THBP,PG,OG,DG e NDGA Óleos 74 
BHA,BHT,TBHQ,PG,OG,DG e NDGA Patês de fígado 84 
BHA,BHT,TBHQ,OG e NDGA Óleos 77 
BHA,BHT,OG,PG,TBHQ Molhos, sopas desidratadas, caldos, carne 
desidratada e ração animal 
 
83 
BHA,DG,OG,PG,TBHQ,THBP,NDGA Produtos de laticinios  76 
BHA,BHT,DG,OG,PG  Azeite de oliva 8 
BHA,BHT,DG,OG,PG Reagentes puros 9 
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Page80(1993), realizou outro estudo colaborativo para a adaptação do método 
adotado pela AOAC como metodologia oficial. Os 10 laboratórios envolvidos no estudo, 
investigaram a determinação de 9 antioxidantes (PG, OG, DG, BHA, TBHQ, BHT, 
IONOX-100, THBP e NDGA) em gordura anidra de leite. Foram realizadas algumas 
modificações nas condições cromatográficas para a inclusão do OG e DG. Esses 
antioxidantes foram excluídos no estudo colaborativo de Page79(1983), porque OG coeluia 
com o Ionox-100 e BHT e DG tinham uma má separação. Apesar da complexidade da 
análise, que envolvem as seguintes etapas: extração, concentração, transferência e 
determinação por cromatografia líquida, os resultados mostraram serem satisfatórios para a 
aplicação da metodologia na matriz empregada. 
Dieffenbacher33 (1998); reportou um estudo colaborativo organizado pelo 
"Antioxidants Working Group of the AIIBP" para determinação de antioxidantes sintéticos 
(BHA e BHT) em FOILS (lâmina de metal), gorduras e alimentos desidratados; em especial 
preparados para sopas. Os ensaios com o método da IUPAC por CLAE mostraram 
interferências através da co-extração de constituintes do alimento. Uma modificação desta 
técnica usando metanol-metanol/tampão KH2PO4 (1:1 m/m) a pH 3,5 foi estudada, 
proporcionando uma rápida eluição de substâncias co-extraídas e conseqüentemente  
redução de interferência  com os picos dos antioxidantes. O método produziu resultados 
reprodutíveis para o BHA e BHT em alimentos, podendo ser utilizado para detectar esses 
antioxidantes em gorduras usadas em formulações de misturas para sopas. 
Alguns autores como Rafecas et al.86(1998), reportam a determinação de 
antioxidantes sintéticos (PG, OG, DG, BHA e BHT) em produtos de panificação. Neste 
trabalho, os autores compararam os métodos de Gertz e Hermann40 (1983) que usaram 
acetonitrila-isopropanol e uma solução de 0,2% de ácido oxálico em etanol (p/v) (50:25:25, 
v/v/v), o de Page e Charbonneau81(1989), os antioxidantes foram extraídos com 
acetonitrila-hexano e o método modificado de Gertz & Hermann40 (1983) onde foi utilizado 
acetonitrila-isopropanol (50:50, v/v). Neste último método obteve-se altas recuperações dos 
antioxidantes, principalmente para o BHT e DG. 
Muito recentemente, foi publicado por Karavicová e Simko56 (2000) uma revisão 
excelente que relata a determinação quantitativa dos antioxidantes sintéticos mais 
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comumente utilizados: BHA, BHT, PG, OG, DG, TBHQ, dando ênfase principalmente a 
métodos por CLAE. 
 A detecção dos antioxidantes é geralmente feita na região do UV a 280nm. Yankah 
et al.116(1998) e Oishi et al.77(2002), utilizaram detector fluorimétrico. O primeiro para 
determinação de BHA, BHT e TBHQ em óleos, alimentos e fluídos biológicos. E o 
segundo para determinação de PG, NDGA, BHA, TBHQ e OG em óleos e alimentos. 
Masoud e Cha71(1982), determinaram antioxidantes fenólicos utilizando-se 
simultaneamente detectores de fluorescência, UV e eletroquímico. Grosset et al.45 (1990), 
utilizando detectores UV e eletroquímico em série determinaram ácido ascórbico (AA), 
palmitato de ascorbila (AP), α-tocoferol (α-T) e antioxidantes sintéticos (BHA, BHT, DG, 
OG, PG e NDGA). Dapkevicius, Van Beek e Niederlander31 (2001), compararam e 
avaliaram dois tipos de detecção, por UV com arranjo de diodo e quimioluminescência on 
line para a determinação de antioxidantes naturais e sintéticos (BHT e TBHQ). 
Outros métodos por CLAE foram propostos utilizando-se outros tipos de detectores. 
Detectores amperométricos foram utilizados por King et al.57 (1980) e Kitada et al58 (1985), 
Mccabe e Acworth67 (1998); usaram para detecção dois “coulometric array-cell modules” 
para a determinação de antioxidantes sintéticos (BHA, BHT, TBHQ, PG, NDGA e outros) 
em óleos e alimentos. Bianchi et al.18 (1997), para detecção de BHA, BHT, PG e di-BHA 
em tecidos humanos usou detector eletroquímico-coulométrico. 
Ansari6 (1983) e Berridg et al.171984) foram os únicos que descreveram métodos 
para separação dos isômeros do BHA. Os autores utilizaram eluição por gradiente 
empregando hexano e 2-propanol e acetonitrila e água, respectivamente. 
Noguera-Ortí et al.74,75,76 (1999a e 1999b, 2000) e Aparício, San Andrés, Vera8 
(2000) e Aparício, Vera e San Andrés9 (2001), esses autores desenvolveram métodos para a 
determinação de antioxidantes sintéticos em óleos vegetais e gorduras animais por 
cromatografia líquida micelar (CLM). Foi utilizando coluna de fase reversa e como fase 
móvel uma solução aquosa micelar. A fase móvel era composta por um surfactante e um 
modificador orgânico, um álcool de cadeia pequena.  
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• Métodos mistos  
As propriedades de luminescência dos antioxidantes BHA, BHT e PG foram estudadas 
por Latz e Hurtubise65 (1969). Neste trabalho os autores descreveram um método 
fluorimétrico para determinação direta de PG em presença de BHA, BHT ou de ambos em 
gordura animal. Posteriormente, publicaram um método fluorimétrico para a determinação 
de BHA em gordura animal, cereais e materiais de embalagem (Hurtubise e Latz49, 1970). 
Cruces-Blanco et al.30 (1999), desenvolveram um método para a determinação de 
antioxidantes sintéticos BHA, baseado no processo de dansilação (reação do reagente 
fluorescente-cloreto de dansila, DNS-Cl com o BHA) do grupo hidroxila do grupo fenol do 
BHA. O desenvolvimento da fluorescência pode ser medido diretamente sem prévia 
extração ou separação cromatográfica do composto fluorescente.  
Aguillar-Caballos et al.2 (2000), utilizaram um simples e rápido método de 
luminescência para determinação simultânea dos antioxidantes sintéticos, PG e BHA em 
alimentos, envolvendo medidas de fluorescência com um instrumento espectrofotômetro de 
luminescência T-Format. A determinação desses compostos envolve duas reações 
diferentes e independentes. Uma delas é baseada no processo de transferência de energia 
que envolve formação do quelato de lantanidio com térbio na presença de triton X-100 e 
óxido de tri-n-octilfosfina. O outro BHA foi determinado usando uma reação entre a forma 
oxidada do Blue Nile e o antioxidante. O método, segundo os autores, o primeiro 
procedimento para determinação simultânea de luminescência de PG e BHA em alimentos. 
Ivanovic et al.53 (1995), empregando espectrofotometria derivativa determinaram 
BHA, BHT e PG no estado puro e em misturas de laboratório. Os autores afirmaram que os 
resultados obtidos eram semelhantes aos obtidos por CLAE.  
Hall et al.46 (1994) descreveram o primeiro método de eletroforese capilar (CE) para 
a separação de antioxidantes, utilizando os métodos de eletroforese capilar por zona (CZE) 
e cromatografia eletrocinética capilar micelar (MECC) para a separação de 4 antioxidantes 
sintéticos BHA, BHT, TBHQ e PG. Não se obteve sucesso na resolução dos 4 antioxidantes 
com CZE, mas com o MECC a separação foi realizada com  excelente resolução e 
eficiência em 6 minutos e com níveis de detecção da ordem de pmol utilizando absorção 
por UV. 
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Boyce e Spickett21 (1999) e Delgado-Zamarreño et al.32 (2000) e Hilder et al48 
(2001) determinaram antioxidantes sintéticos PG, DG, BHT, BHA, OG, TBHQ utilizando a 
MECC. Boyce19, 20 (1999 e 2001) desenvolveu um método por MECC usando uma mistura 
de fase micelar utilizando dodecil sulfato de sódio (SDS) e colato de sódio (SC) para 
análise simultânea de antioxidantes, conservantes e edulcorantes. 
Os métodos eletroquímicos têm sido recentemente aplicados na análise de 
antioxidantes sintéticos. Assim, métodos para determinação de BHA e BHT são estudados 
baseando-se em processos de oxidação através de técnicas por injeção em fluxo (flow 
injection analysis – FIA) (Yañez-Sedeño, Pingarrón e Pólo-Diez113 (1991). Luque et al.66 
(1999) descreveram um método por FIA para a determinação de PG, OG e BHA baseado 
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As alterações que os óleos e gorduras sofrem são decorrentes de reações químicas que 
levam o alimento à deterioração. Uma das reações de maior importância, tanto do ponto de 
vista econômico como nutricional, é a oxidação. Maneiras de minimizar a reação de 
oxidação é a utilização de antioxidantes sintéticos que são aditivos alimentares que servem 
para prevenir ou retardar a oxidação lipídica dos alimentos. Essas substâncias tiveram seu 
uso aprovado em alimentos após investigações que comprovaram sua segurança dentro de 
um limite de ingestão diária e estão sujeitas a legislações específicas de cada país ou por 
normas internacionais. Portanto, é de fundamental importância desenvolver e validar um 
método analítico capaz de monitorar os níveis de antioxidantes presentes nos alimentos 
para garantir que essas substâncias estejam sendo utilizadas dentro de padrões de qualidade 
aceitáveis para o consumo. Neste estudo, a metodologia foi desenvolvida e validada para a 
análise simultânea de antioxidantes sintéticos, como galato de propila (PG), terc-
butilhidroquinona (TBHQ), butilhidroxianisol (BHA), galato de octila (OG) e 
butilhidroxitolueno (BHT) em óleos vegetais, margarinas e gorduras hidrogenadas. Para 
análise desses antioxidantes sintéticos utilizou-se a técnica de cromatografia a líquido de 
alta eficiência (CLAE). No processo cromatográfico as condições que apresentaram melhor 
separação dos antioxidantes sintéticos foram com o emprego de coluna de fase reversa 
(Chromolith) e fase móvel composto por metanol:água (acidificada com ácido acético 5%, 
pH a 3,1), com sistema de eluição por gradiente, a uma vazão de 0,8 mL/min. A eluição dos 
antioxidantes foi realizada utilizando no início da corrida 55% de metanol, chegando a 87% 
em 10 minutos, voltando as condições iniciais de corrida em 15 minutos e permanecendo 
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nessas condições até 20 minutos. Nessas condições os tempos de retenção para os 
antioxidantes foram de: 2,64; 3,57; 8,32; 11,68 e 15,75 minutos para o PG, TBHQ, BHA, 
OG e TBHQ, respectivamente. A detecção foi feita a 280 nm e a quantificação, por 
padronização externa. A metodologia mostrou-se eficiente com taxas de recuperação acima 
de 90% para todos os antioxidantes, além de boa linearidade e repetibilidade, com limites 





The alterations that the oils and fatnesses suffer are resulting of chemical reactions that lead 
the sustenance to the deterioration.  And some of the reactions of bigger importance, so 
much of the point of economic sight as nutritional, are to oxidation. One of the ways of 
minimize the reaction of oxidation is the utilization of antioxidants synthetic that are 
additives you will feed that serve for prevent or retard to lipid oxidation of the substances. 
Those substances had his use approved in substances after inquiries that verified its security 
inside a limit of ingestion daily and are you subject the specific legislations of each country 
or by international norms. Therefore, it is of fundamental importance develop and validate 
a capable analytic approach of monitor the levels of antioxidants present in the substances 
for guarantee that those substances are being utilized us substances inside standards of 
acceptable quality for the consumption. In this I study, to methodology was developed and 
validated for the analysis of antioxidants synthetic: propylgallate (PG), tert-
butylhydroquinone (TBHQ), butylhydroxianisol (BHA), octylgallate (OG) and 
butylhydroxitoluene (BHT) in oils vegetables, margarine and hydrogenated fatnesses. For 
analysis of those synthetic antioxidants utilized by high performance liquid 
chromatographic (HPLC). In the trial cromatographic utilized reverse phase column 
(Chromolith), mobile phase composed for methanol:water (with acetic acid addition of 5% 
adjusting pH the 3.1). The eluition of antioxidant substances was carried through using in 
the beginning of methanol 55%, arriving 87% in 10 minutes, coming back the initial 
conditions of analysis in 15 minutes and remaining in these conditions up to 20 minutes, to 
0,8 mL/min flow rate. The detention was a 280 nm and the quantification for external 
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standardization. The methodology revealed efficient with taxes of recovery above of 90% 
for all antioxidant substances, beyond good linearity and repeatability, with limits of 





 Um dos grandes problemas com os alimentos são as mudanças ou alterações que 
ocorrem durante o processamento, armazenamento e sua utilização (SHAHIDI, JANITHA, 
WANASUNDARA, 1992). 
 A maioria dos alimentos contém óleos e/ou gorduras, seja na forma pura ou como 
um dos constituintes. Os óleos e gorduras tem uma grande importância, além de fornecer 
energia, contribuem para o sabor dos alimentos (palatabilidade), são fontes de vitaminas 
lipossolúveis A, D, E e K e também a principal fonte de ácidos graxos essenciais (BUCK, 
1991). 
 As alterações que os óleos e gorduras sofrem são decorrentes de reações químicas 
que levam o alimento à deterioração. Essas reações podem ser a oxidação, a reversão, a 
hidrólise e a polimerização (ADEGOKE et al., 1998). Mas, a reação de maior importância, 
tanto do ponto de vista econômico como nutricional, é a oxidação. A oxidação é 
responsável por alterações de odor, sabor, textura, consistência e aparência, assim como a 
perda de valor nutricional, devido à destruição de ácidos graxos essenciais e vitaminas 
lipossolúveis (DRIEZAK, 1986; JADHAVI, NIMBALKAR, KULKAMI, 1995; BYRD, 
2001). 
Os antioxidantes sintéticos são usados como aditivos alimentares para prevenir ou 
retardar a oxidação lipídica. São substâncias que tiveram seu uso aprovado em alimentos 
após investigações que comprovaram sua segurança dentro de um limite de ingestão diária, 
sendo assim estão sujeitas a legislações específicas de cada país ou por normas 
internacionais. Desses antioxidantes sintéticos os mais utilizados pela indústria brasileira 
são: butilhidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), galato de propila (PG) e o terc-
butilhidroquinona (TBHQ).  
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Atualmente, muitos métodos analíticos têm sido pesquisados para detectar e 
quantificar essas substâncias. Esses métodos incluem desde a detecção qualitativa através 
de reações colorimétricas até métodos semiquantitativos e quantitativos, como 
espectrofotometria, voltametria, polarografia e métodos cromatográficos, tais como: 
cromatografia em camada delgada-CCD (SAHASRABUDHE, 1964; VAN PETEGHEM & 
DEKEYSER, 1981), de permeação em gel-CPG (DOEDEN  et al., 1979), em fase gasosa-
CG (HARTMAN e ROSE, 1970; KLINE et al., 1978; GONZALES et al., 1999; CHOONG 
e LIN, 2001), líquida de alta eficiência-CLAE (PAGE, 1979, 1983, 1993; PAGE e 
CHARBONNEAU, 1989; KARAVICOVÁ e SIMKO, 2000; PERRIN & MEYER, 2002; 
OISHI et al., 2002) e eletroforese capilar-CE (BOYCE, 2001). Dos métodos citados, a CG 
e a CLAE são os mais empregados para a separação e quantificação dos antioxidantes 
sintéticos. A CLAE apresenta certas vantagens sobre a CG.  
 Estudos de metodologias reportados na literatura descrevem diversos trabalhos para 
a determinação simultânea de antioxidantes sintéticos por CLAE empregando eluição 
isocrática e gradiente, diferentes características de colunas e fases móveis. A maioria dos 
trabalhos relatados tem utilizado eluição por gradiente (ANDRIKOPOULOS et al., 1991; 
PAGE, 1979, 1983, 1993; PAGE e CHARBONNEAU, 1989; PINHO et al., 2000, PERRIN 
e MEYER, 2002) embora eluição isocrática tenha sido usada em alguns casos 
(CONSTANTE, 1975; ANDERSON e VAN NIEKERK, 1987; RUSTAN et al., 1993; 
HALL et al., 1994) 
Métodos para a separação de antioxidantes em fase normal têm sido propostos por 
VAN NIEKERK e DU PLESSIS, 1980; INDIK e WOOLLARD, 1986; ANDERSON e 
VAN NIEKERK, 1987) mas são pouco empregados, já que a utilização de fase normal 
apresenta a desvantagem de necessitar de misturas complexas de solventes para a fase 
móvel, enquanto que a fase reversa emprega solventes mais comuns como o metanol e 
acetonitrila e, portanto, tem a preferência dos pesquisadores (CONSTANTE, 1975; PAGE, 
1979, 1983, 1993, PAGE e CHARBONNEAU, 1989; CHEN e FU, 1995; YANKAH et al., 
1998, PINHO et al., 2000; PERRIN e MEYER, 2002; OISHI et al., 2002).   
No Brasil quase não existem dados sobre os níveis reais de antioxidantes presentes 
nos alimentos. Portanto, é de fundamental importância desenvolver um método analítico 
que seja adequado para a determinação simultanea dos antioxidantes sintéticos permitidos 
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pela legislação brasileira, que seja simples, reprodutível, rápido para órgãos oficiais 
fiscalizarem e garantirem que os alimentos estejam dentro de padrões de qualidade 
aceitáveis para consumo.  
Frente ao desenvolvimento tecnológico e uma constante diversificação de produtos 
no mercado é necessário o monitoramento desses antioxidantes nos alimentos. Além disso, 
a segurança desses compostos têm sido questionados nos últimos anos devido ao seu 
potencial tóxico (MADHAVI e SALUNKLE, 1996). 
O objetivo deste trabalho foi a validação de metodologia, utilizando a cromatografia 
líquida de alta eficiência para determinação simultanea de antioxidantes sintéticos (BHA, 
BHT, PG, OG e TBHQ) em óleos vegetais, margarinas e gorduras hidrogenadas, 
priorizando a utilização de solventes menos tóxicos. 
 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
Amostras 
Foram utilizados 2 amostras de óleos de soja (embalagem PET), 2 amostras de óleos 
de canola (embalagem PET), 2 amostras de óleos de girassol (embalagem PET), 2 amostras 
de óleos de milho (embalagem PET); 2 amostras de margarinas e 2 de gordura hidrogenada 
adquiridos junto ao comércio da cidade de São Paulo/Brasil.. Em todas as amostras havia 
no rótulo a declaração da presença de antioxidantes sintéticos. As determinações foram 
conduzidas em duplicata. Cada amostra foi formada por 2 embalagens, que tiveram o 
conteúdo homogeneizado antes da tomada da amostra para análise. 
 
Reagentes  
 Os antioxidantes foram adquiridos das empresas: galato de propila (PG) da Sigma 
Chemical Co/USA, galato de octila (OG) da Aldrich Chemical Company Inc/USA, butil 
hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT) e o terc-butilhidroquinona (TBHQ) da 
Fluka Chemie/Switzerland. Os solventes utilizados todos grau CLAE foram: Hexano e 
Metanol (Omnisolv) da Merck/EM SCIENCE e a acetonitrila (Chromar) da Mallinckrodt. 
O ácido acético PA da Merck. A água foi purificada utilizando sistema Máxima Scientific 




 Uma solução estoque foi preparada para cada antioxidante (PG, TBHQ, BHA, OG e 
BHT). Pesou-se cerca de 50 mg do antioxidante, transferiu-se para um balão volumétrico 
de 50 mL e completou-se o volume com metanol. A solução trabalho foi preparada a partir 
da diluição da solução estoque. Foi pipetado 1 mL da solução estoque para um balão 
volumétrico de 100 mL, completado o volume com metanol, de maneira a obter uma 
concentração final de 0,01 mg/mL. As soluções padrões foram preparadas, mantidas 
refrigeradas a 4oC e protegidas da luz por no máximo 2 dias para o TBHQ e 1 semana para 
os demais antioxidantes, segundo PAGE (1993) e PERRIN e MEYER (2002). 
 
Equipamento 
 As análises cromatográficas foram realizadas empregando-se um cromatográfo 
líquido de alta eficiência, marca Shimadzu, composto de vários módulos: 2 bombas LC-
10AD, detector de ultravioleta-visivel (SPD-10AV), um auto injetor (SIL-10A), um 
degaseificador on-line (modelo DGU-14A-THE) e um software Class LC 10-A para 
aquisição de dados e controle total do sistema. E um rota-evaporador modelo 461 de marca 
Büchi (Switzerland).   
 
Metodologia analítica 
 Duas colunas, uma Shim-pack ODS(M) de 5µm, 250 mm x 4,6 i.d. e uma 
Chromolith de sílica, monolítica RP-18, 5µm. 100 mm x 4,6mm i.d., foram avaliadas em 
relação a eficiência na separação dos antioxidantes sintéticos e a influência no tempo de 
análise. 
 A composição da fase móvel foi avaliada de acordo com a observação da influência 
da presença de cada antioxidante em sistemas de eluição isocrática e por gradiente. Como 
principais componentes da fase móvel estabeleceu-se metanol e água, que foram testados 
em diferentes proporções, sem e com a adição de ácido acético 5%. A vazão em todos os 
testes foi mantida a 0,8 ml/min. 
 Os picos dos antioxidantes foram detectados através de detector de ultravioleta, 
operando a 280 nm. A identificação foi feita por comparação de tempos de retenção com os 
dos respectivos padrões analisados nas mesmas condições e por co-cromatografia. 
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Após a determinação das melhores condições cromatográficas, a extração dos 
antioxidantes foi feita segundo o método da AOAC (Association of Official Analytical 
Chemists - Method 983.15) com pequena adaptação. Para a análise são tomadas 5,0 g de 
amostra que são dissolvidas em 20 ml de hexano saturado com acetonitrila (saturar 300 mL 
de hexano em um funil de separação adicionando acetonitrila até que as 2 fases 
permaneçam em contato por 2 min. de agitação). É feita a extração com três volumes de 50 
ml de acetonitrila saturada com hexano (saturar 300 mL de acetonitrila em funil de 
separação adicionando hexano até que as 2 fases permaneçam em contato por 2 min. de 
agitação). As alíquotas são juntadas e o solvente evaporado em evaporador rotativo, a 
temperatura de aproximadamente 40oC. O resíduo obtido é resuspedido em metanol e 
transferido para um balão volumétrico de 10 mL, sendo o volume completado com 
metanol. Os extratos foram filtrados em membrana com poros de 0,45µm antes de serem 
injetados no cromatógrafo. 
 A quantificação foi feita por padronização externa. As concentrações utilizadas de 
cada antioxidante, para a construção das curvas de calibração estão apresentadas na Tabela 
1. Cada um dos seis pontos de cada curva representou a média de três determinações. As 
curvas de padronização para cada antioxidante foram preparadas por regressão linear e 
encontram-se apresentadas nos Anexos 1, 2, 3, 4 e 5. 
 
 
Tabela 1: Níveis de concentração dos antioxidantes para a construção da curva de 
calibração.                  
Antioxidante Sintético (mg/Kg) 
PG TBHQ BHA OG BHT 
00,00 00,00 00,00 00,00 00,00 
40,02 40,00 39,96 40,00 40,00 
80,04 80,00 79,92 80,00 80,00 
120,06 120,00 119,88 120,00 120,00 
160,08 160,00 159,84 160,00 160,00 
200,10 200,00 199,80 200,00 200,00 
240,12 240,00 239,76 240,00 240,00 
Média de três determinações. Para avaliar a resposta do detector, no dia da análise foi 







Validação do método 
Recuperação 
 Testes de recuperação foram feitos adicionando-se quantidades conhecidas de 
galato de propila (PG), terc-butil hidroquinona (TBHQ), butil hidroxianisol (BHA), galato 
de octila (OG) e butil hidroxitolueno (BHT) em óleo de soja isento de antioxidantes 
sintéticos, que foi dissolvido em 20 ml de hexano saturado com acetonitrila. Nesta etapa, 
adicionou-se as soluções padrões previamente dissolvidas em metanol com o auxilio de 
uma micropipeta. Prosseguiu-se o processo de extração como descrito na metodologia 
analítica. Foram utilizados dois níveis de concentração para cada um dos antioxidante (PG, 
TBHQ, BHA, OG e BHT).  
 
Repetitividade 
 A avaliação da repetitividade foi realizada através de cinco determinações, em 
duplicatas, em um nível de concentração de galato de propila (PG), terc-butilhidroquinona 
(TBHQ), butil hidroxianisol (BHA), galato de octila (OG) e butil hidroxitolueno (BHT) 
adicionadas na amostra de óleo de soja. A repetitividade foi calculada de acordo com 
CAULCUTT e BODDY (1983). 
 
Onde:      r = repetitividade, com significância de (95%) 
t = t  de Student 
sr = estimativa do desvio padrão 
 
 
Limites de detecção e quantificação 
 Os limites de detecção e quantificação foram determinados utilizando-se as 
equações de regressão linear, de acordo com MILLER e MILLER (1993). 
 
Análise estatística 
 Foi realizado uma análise de regressão linear no nível de 95% de confiança, para a 
obtenção de uma relação quantitativa entre as variáveis. Os intervalos de predição e 
confiança foram construídos junto ao modelo gerado, no mesmo nível de confiança. Toda a 
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análise estatística foi obtida usando o pacote estatístico MINITAB, versão 13 (2000)/USA, 
fixando-se um nível de significância de 95%. 
 
 
onde:   yi  = área do pico 
βo = coeficiente linear 
β1 = coeficiente angular 
x1 = concentração do antioxidante sintético 
εi  = erro aleatório 
 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Para a otimização das condições para a separação simultanea dos antioxidantes 
sintéticos, inicialmente testou-se eluição isocrática.   
A eluição isocrática resultou sempre em corridas muito longas, com baixa 
resolução, levando os testes para a eluição por gradiente. 
O fator de escolha da coluna Chromolith em relação a Shim-pack foi por esta última 
resultar em pressões muito elevadas, o que certamente diminuiria o tempo de vida útil da 
coluna e um desgaste maior do equipamento. 
 Foram testadas mais de 10 combinações de metanol e água (acidificada ou não), 
com diferentes rampas de gradiente. A acidificação foi empregada em algumas fases 
móveis testadas em virtude dos dados apresentados por IVANOVIC et al.(1995), que 
concluíram que além de manter os antioxidantes numa única forma (molecular ou ionizada) 
proporciona uma maior interação com a fase móvel, ocasionando a redução do tempo de 
análise. Para todas as fases móveis testadas os principais problemas sempre se 
apresentavam na separação entre PG e TBHQ, e BHT e DG. O sistema de eluição que 
permitiu a melhor resolução dos cinco antioxidantes testados foi: iniciando com 55:45 (v/v) 
de metanol-água (acidificada com ácido acético 5%, até pH 3,1); chegando a 87:13 em 10 
minutos; permanecendo nessas condições por 5 minutos e retornando as condições iniciais 
após 20 minutos de corrida.
 
A Figura 1 apresenta um cromatograma da separação da 
mistura de padrões. 
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Após a determinação das melhores condições cromatográficas, foi aplicada a 
regressão linear para o estudo da linearidade e para avaliar numericamente a qualidade do 
ajuste do modelo foi realizada a análise da variância. O Anexo 2 apresenta a análise de 
variância para os antioxidantes estudados. 
 Os resultados obtidos na regressão linear confirmaram a existência de uma relação 
linear entre as áreas e as concentrações pré-estabelecidas, com coeficiente de correlação (r) 
superior a 0,9993. Na Tabela 3 encontram-se as equações de regressão linear, coeficiente 
de correlação, Fobs., p, R2 ajustado, limites de detecção (LOD) e quantificação (LQ) do PG, 
TBHQ, BHA, OG e BHT. 
 
Tabela 3: Parâmetros da curva de regressão linear, no nível de confiança de 95%, com 
limites de detecção (LOD) e quantificação (LQ) e R2 ajustado. 
Antioxidante  











PG y = -14877,60 +20259,92x 













y = 6975,04 + 5849,77x 













y = 9163,62 + 5623,77x 













y = -45641,3 + 15424,01 











BHT y = 3386,43 + 3505,96x 
















 A exatidão foi determinada através do estudo de recuperação dos antioxidantes, PG, 
TBHQ, BHA, OG e BHT, adicionados à amostra de óleo de soja, em dois diferentes níveis 
de concentração, como mostra a Tabela 4. Na mesma tabela pode-se observar uma 
comparação com taxas de recuperações obtidas para alguns antioxidantes por outros 
pesquisadores.  As taxas de recuperações obtidas neste trabalho são semelhantes às 
relatadas por PAGE (1983 e 1993) em seus estudos colaborativos. Destacam-se as taxas de 
recuperação para o BHT, que foram superiores as da literatura. Como não foram 
encontrados níveis de recuperação para o galato de octila em óleo vegetal, apresentamos as 
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taxas de recuperação obtidas por PAGE (1993) para gordura hidrogenada, para efeito de 
comparação. 
 
Tabela 4: Recuperação dos antioxidantes adicionados no óleo de soja (mg/kg). 
Autores 


























































































































 A Tabela 5 apresenta as faixas de repetitividade (INMETRO, 2003) esperadas entre 
cinco determinações de cada antioxidante PG, TBHQ, BHA, OG e BHT em um nível de 
concentração, com 95% de confiança. Desta forma espera-se que os valores obtidos por 
cinco determinações em duplicata, difiram dentro dos limites fornecidos pela repetitividade, 
















Tabela 5: Repetitividade dos antioxidantes PG, TBHQ, BHA, OG e BHT adicionado ao 
óleo de soja em um nível de concentração. 
Média dos valores Antioxidante Concentração* 














































































Limites de detecção e quantificação 
Os limites de detecção e quantificação foram determinados para os antioxidantes 
PG, TBHQ, BHA, OG e BHT utilizando-se as equações de regressão linear (Tabela 3).  
 Os limites de detecção encontrados neste trabalho foram 0,61; 2,36; 3.09; 1,13 e 
4,96 mg/Kg para o PG, TBHQ, BHA, OG e TBHQ, respectivamente. BANNWART e 
TOLEDO (2000) relataram limites de detecção de 0,6; 2,7 e 3,0 mg/Kg para o BHA, BHT e 
TBHQ, respectivamente. O método utilizado pelos autores foi eluição isocrática, enquanto 
que o desenvolvido neste trabalho foi eluição por gradiente que permite a determinação 





Quantificação dos óleos vegetais, margarina e gordura hidrogenada 
 A metodologia aqui validada foi aplicada a amostras de óleos vegetais, margarinas e 
gorduras hidrogenadas. Nas Figuras 2, 3 e 4 são apresentados os cromatogramas referentes 
às amostras de óleo de soja, margarinas e gordura hidrogenada. Em nenhuma das amostras 
analisadas foi encontrado antioxidante não permitido pela legislação brasileira e em todos 
os casos os teores determinados estavam abaixo do limite máximo estabelecido (Tabela 6). 
Nos óleos vegetais de soja, canola e milho o único antioxidante encontrado foi o TBHQ. 
Não foi encontrado nenhum antioxidante nas amostras de óleo de girassol. Já nas amostras 
de margarina foi detectada a presença de BHT e em gorduras hidrogenadas a mistura de 
BHT e BHA. 
 
Tabela 6: Resultados obtidos para análises de antioxidantes sintéticos em óleos vegetais, 
margarina e gordura hidrogenada. 
Concentração do Antioxidante (mg/kg) 
TBHQ BHA BHT 
 
Produto 
M+DP CV(%) M+DP CV(%) M+DP CV (%) 
Soja 59,25+0,90 1,52 - - - - 
Canola 101,42+3,84 3,79 - - - - 
Girassol nda - - - - - 
Milho 53,75+0,77 1,43 - - - - 
















 nd - não detectado; Resultados são representados como média (M), desvio padrão (DP) (n=2 para um lote) e 
coeficiente de variação (CV). 
 
 Não foram detectados os antioxidantes PG, BHA, OG e BHT nos óleos de soja, 
girassol, canola e milho. Já, nas margarinas a indústria de alimentos tem utilizado o 




Figura 1: Cromatograma da mistura padrão de antioxidantes sintéticos separados por 
CLAE. Condições cromatográficas: coluna Chromolith (Merck), 100 mm x 4,6 mm d.i., 5 
µm, vazão de 0,8 ml/min, fase móvel composta por metanol-água (acidificada com ácido 
acético 5% até pH 3,1) iniciando com 55:45, chegando em 10 min a 87:13, permanecendo 
nessas condições por 5 min e retornando as condições iniciais após 20 min de corrida. 
Detecção a 280 nm.  
 
Figura 2: Cromatograma da amostra de óleo de canola separados por CLAE. Condições 
cromatográficas:RP 18, 100 mm x 4,6mm d.i.,  5µm x  (Chromolith, Merck), vazão 0,8 
mL/min., fase móvel empregada metanol:água (acidificada com ácido acético 5%,  pH 3,1) 
55:45, chegando com 10 minutos a 87:13, permanecendo nessas condições por 5 minutos e 








Figura 3: Cromatograma da amostra de margarina separados por CLAE. Condições 
cromatográficas:RP 18, 100 mm x 4,6mm d.i.,  5µm x  (Chromolith, Merck), vazão 0,8 
mL/min., fase móvel empregada metanol:água (acidificada com ácido acético 5%,  pH 3,1) 
55:45, chegando com 10 minutos a 87:13, permanecendo nessas condições por 5 minutos e 









Figura 4: Cromatograma da amostra de gordura hidrogenada separados por CLAE. 
Condições cromatográficas:RP 18, 100 mm x 4,6mm d.i.,  5µm x  (Chromolith, Merck), 
vazão 0,8 mL/min., fase móvel empregada metanol:água (acidificada com ácido acético 
5%,  pH 3,1) 55:45, chegando com 10 minutos a 87:13, permanecendo nessas condições 





A partir do estudo inicial dos parâmetros cromatográficos, realizou-se a otimização 
das condições para a determinação simultânea de cinco antioxidantes sintéticos, BHA, 
BHT, OG, PG e TBHQ, permitidos pela legislação brasileira para uso em alimentos. 
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A acidificação da água, com redução do valor do pH, foi fundamental para a 
obtenção de uma melhor resolução, fazendo com que a análise finalize em 20 minutos. 
A validação da metodologia mostrou-se bastante eficiente com taxas de recuperação 
superiores a 90% para os 5 antioxidantes sintéticos (PG, TBHQ, BHA, OG e BHT), boa 
linearidade e com limites de detecção semelhantes aos relatados na literatura. 
O método através da utilização de solventes comuns e pelo tempo empregado  na 
separação dos 5 antioxidantes em uma corrida cromatográfica de 20 minutos, torna-o 
simples e rápido. Fazendo com que essa metodologia possa ser empregada em laboratórios 
de órgãos públicos e privados para a determinação simultanea dessas substâncias nos óleos, 
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Figura 1: Curva de calibração gerada pelo modelo de área versus concentração de PG 
(mg/kg) no nível de 95% confiança com os intervalos de Predição e de Confiança, a linha 




Figura 2: Curva de calibração gerada pelo modelo de área versus concentração de TBHQ 
(mg/kg) no nível de 95% confiança com os intervalos de Predição e de Confiança, a linha 












































Figura 3: Curva de calibração gerada pelo modelo de área versus concentração de OG 
(mg/kg) no nível de 95% confiança com os intervalos de Predição e de Confiança, a linha 
tracejada em preto refere-se a reta de regressão. 
 
Figura 4: Curva de calibração gerada pelo modelo de área versus concentração de BHA 
(mg/kg) no nível de 95% confiança com os intervalos de Predição e de Confiança, a linha 

































Figura 5: Curva de calibração gerada pelo modelo de área versus concentração de BHA 
(mg/kg) no nível de 95% confiança com os intervalos de Predição e de Confiança, a linha 












































ANEXOS 2: Análise de variância para ajuste do modelo dos antioxidantes.  
 
Tabela 1: Análise da variância para ajuste do modelo do PG. 
Fonte de variação No de g.l. Soma Quadrática Média Quadrática Fobs. 
Regressão 1 5,52 x 1013 5,52 x 1013 75809,54 
Resíduos 19 1,38 x 1010 7,28 x 108  
Total 20 5,52 x 1013   
Fcrit(1,19; 0,05)  = 4,38 
 
Tabela 2: Análise da variância para ajuste do modelo do TBHQ. 
Fonte de variação Soma Quadrática No de g.l. Média Quadrática Fobs. 
Regressão 4,60 x 1012 1 4,60 x 1012 18467,00 
Resíduos 4,73 x 109 19 2,49 x 108  
Total 4,60 x 1012 20   
Fcrit(1,19; 0,05)  = 4,38 
 
 
Tabela 3: Análise da variância para ajuste do modelo do BHA. 
Fonte de variação Soma Quadrática No de g.l. Média Quadrática Fobs. 
Regressão 4,24 x 1012 1 4,24 x 1012 29267,45 
Resíduos 2,75 x 109 19 1,44 x 108  
Total 4,24 x 1012 20   
Fcrit(1,19; 0,05)  = 4,38 
 
 
Tabela 4: Análise da variância para ajuste do modelo do OG. 
Fonte de variação Soma Quadrática No de g.l. Média Quadrática Fobs. 
Regressão 3,20 x 1013 1 3,20 x 1013 32739,85 
Resíduos 1,86 x 1010 19 9,76 x 108  
Total 3,20 x 1013 20   
Fcrit(1,19; 0,05)  = 4,38 
 
 
Tabela 5: Análise da variância para ajuste do modelo do BHT. 
Fonte de variação Soma Quadrática No de g.l. Média Quadrática Fobs. 
Regressão 1,65 x 1012 1 1,65 x 1012 49073,93 
Resíduos 6,40 x 108 19 3,37 x 107  
Total 1,65 x 1012 20   



















AVALIAÇÃO DOS TEORES DE ANTIOXIDANTES SINTÉTICOS EM 
ÓLEOS DE SOJA ENVASADOS EM EMBALAGENS METÁLICA E EM PET. 
 
Emy TAKEMOTO1 
Helena Teixeira GODOY2 
 
 
1Instituto Adolfo Lutz - Seção de Óleos, Gorduras e Condimentos. 
2Depto. Ciências de Alimentos-Faculdade de Engenharia de Alimentos-FEA-UNICAMP. 




A ser enviado para a Revista do Instituto Adolfo Lutz. 
 63
 
AVALIAÇÃO DOS TEORES DE ANTIOXIDANTES SINTÉTICOS EM 
ÓLEOS DE SOJA ENVASADOS EM EMBALAGENS METÁLICA E EM PET. 
 
Emy TAKEMOTO1 
Helena Teixeira GODOY2 
 
RESUMO 
A indústria de alimentos ainda utiliza o artifício de adicionar antioxidantes sintéticos 
nos óleos e gorduras para prevenir ou retardar a oxidação. Neste trabalho, foi avaliado 
os teores de antioxidantes sintéticos adicionados em óleos de soja envasados em 
embalagem PET (plástica) e em lata (metálica). O único antioxidante sintético 
encontrado nos óleos de soja envasados em embalagem PET foi o TBHQ (terc-butil 
hidroquinona) e nos óleos envasados em embalagem metálica (lata) não foi detectada 
a presença de antioxidante sintético. Em nenhuma das amostras analisadas foi 
encontrado antioxidante não permitido pela legislação brasileira, e os níveis de TBHQ 
encontrados estavam abaixo do limite máximo permitido. 
 
PALAVRAS-CHAVE. Antioxidantes sintéticos, óleos de soja. 
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The food industry still utilizes the strategy of adding synthetic antioxidants in the oils 
and fats to prevent or retard oxidation. In this work, the contents of synthetic 
antioxidants added in soy oils packed in PET (plastic) and in tin (metallic) pack was 
evaluated. The only synthetic antioxidant found in soy oils in the PET pack was 
TBHQ (terc-butylhydroquinone), whilst in the oils in metallic pack (tin) no 
antioxidant was detected. In none of the samples analyzed illegal antioxidant after the 
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Brazilian legislation was found, and the rates of TBHQ found were below the 
maximum limit permitted.  
 
Key words: synthetic antioxidants, soy oil 
 
INTRODUÇÃO 
 A oxidação lipídica é uma das principais causas na deterioração de alimentos e 
ocorre na fração gordurosa dos mesmos. Tais alterações afetam o sabor, textura, odor 
e cor dos alimentos durante o processamento, estocagem e utilização, além de 
comprometer o valor nutricional dos alimentos (Byrd7, 2001). Tendo o alimento 
lipídios em sua composição, a embalagem deverá atuar controlando os catalisadores 
das reações que induzem à rancificação oxidativa e hidrolítica, apresentando boa 
barreira ao oxigênio, à umidade e às radiações luminosas (Faria12, 1991). Além da 
embalagem, a indústria de alimentos utiliza outro artifício para controlar a reação de 
oxidação, a adição de antioxidantes sintéticos.  
 Os antioxidantes sintéticos são adicionados em óleos e gorduras para prevenir 
ou retardar a oxidação. Por serem de origem fenólica e devido a seu potencial 
toxicológico existe uma grande preocupação em relação a sua segurança para a saúde 
humana (Madhavi & Salunkle13, 1996). 
 Seguindo recomendações de organizações internacionais, seu uso em 
alimentos é regulamentado por leis em diversos países (Estados Unidos11, Argentina2, 
Comunidade Europeia9, Canadá8, Australia3). No Brasil6, a legislação que 
regulamenta a utilização de antioxidantes é a Resolução no 04/88 - CNS/MS, de 24 de 
novembro de 1988. De acordo com essa Resolução, os antioxidantes sintéticos que 
são permitidos para o uso em óleos e gorduras são: butilhidroxianisol (BHA), 
butilhidroxitolueno (BHT), galato de propila (PG), galato de dodecila (DG), galato de 
octila (OG) e o terc-butilhidroquinona (TBHQ). O BHA e o TBHQ podem ser 
utilizados individualmente ou combinados num limite máximo de 200 mg/Kg por 
peso do conteúdo de gordura no alimento e os galatos de propila, dodecila e octila e o 
BHT, podem ser empregados num limite máximo de 100 mg/Kg. Quando utilizado 
combinados, a soma dos dois antioxidantes não deve ultrapassar seu valor individual. 
(Brasil5, 1965). 
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 O objetivo deste trabalho foi determinar quais os antioxidantes sintéticos que 
estão sendo mais utilizados nos óleos de soja envasados em embalagem PET e em 
lata, em que níveis estão sendo adicionados e se estão ou não de acordo com a 
legislação brasileira. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
Amostras 
 Foram analisados 6 marcas de óleos soja em embalagem PET e 6 marcas de 
óleos soja em lata adquiridas junto ao comércio da cidade de São Paulo/SP. Cada 
marca foi formado por três lotes diferentes, recolhidos aleatoriamente. Todos os 
produtos estavam dentro dos prazos de validade. As determinações foram conduzidas 
em duplicata sendo cada lote analisado foi formado por no mínimo 2 embalagens; 
cujo conteúdo foi homogeneizado antes da tomada da amostra para análise. As marcas 
foram codificadas pelas letras A, B, C, D, E e  F.  
 Na Tabela 1, encontram-se listados os antioxidantes declarados na rotulagem 
das embalagens dos óleos de soja em lata e PET utilizados neste trabalho. 
 
Tabela 1: Declaração da rotulagem do antioxidante utilizado nos óleos de soja em 
embalagem metálica e PET, utilizados neste trabalho. 
Lata Marca PET Marca 
Ántioxidante: Ácido citrico A Antioxidante: TBHQ e ácido citrico A 
Ántioxidante: Ácido citrico B Antioxidante: TBHQ e ácido citrico B 
Ántioxidante: Ácido citrico C Ántioxidante: Ácido citrico C 
Ántioxidante: Ácido citrico D Antioxidante: TBHQ e ácido citrico D 
Ántioxidante: Ácido citrico E Ántioxidante: Ácido citrico E 




 Os antioxidantes foram adquiridos das empresas: galato de propila (PG) da 
Sigma Chemical Co/USA, galato de octila (OG) da Aldrich Chemical Company 
Inc/USA, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT) e o terc-
butilhidroquinona (TBHQ) da Fluka Chemie/Switzerland. Os solventes utilizados 
todos grau CLAE foram: Hexano e Metanol (Omnisolv) da Merck/EM SCIENCE e a 
acetonitrila (Chromar) da Mallinckrodt. O ácido acético PA da Merck. A água foi 
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purificada utilizando sistema Máxima Scientific da Elga (Inglaterra) e filtrada com 
membrana de 0,45 µm de porosidade. 
  
Padrões 
Uma solução estoque foi preparada para cada antioxidante (PG, TBHQ, BHA, 
OG e BHT). Pesou-se cerca de 50 mg do antioxidante, transferiu-se para um balão 
volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com metanol. A solução trabalho foi 
preparada a partir da diluição da solução estoque. Foi pipetado 1 mL da solução 
estoque para um balão volumétrico de 100 mL, completado o volume com metanol, 
de maneira a obter uma concentração final de 0,01 mg/mL. As soluções padrões 
foram preparadas, mantidas refrigeradas a 4oC e protegidas da luz por no máximo 2 
dias para o TBHQ e 1 semana para os demais antioxidantes, segundo Page14 (1993) e 
Perrin e Meyer15 (2002). 
 
Equipamento 
 As análises cromatográficas foram realizadas empregando-se um cromatográfo 
líquido de alta eficiência, marca Shimadzu, composto de vários módulos: 2 bombas 
LC-10AD, detector de ultravioleta-visivel (SPD-10AV), um auto injetor (SIL-10A), 
um degaseificador on-line (modelo DGU-14A-THE) e um software Class LC 10-A 
para aquisição de dados e controle total do sistema. E um rota-evaporador modelo 461 
de marca Büchi (Switzerland). A coluna utilizada na separação cromatográfica foi C18 






 No procedimento de extração foi utilizado o método da AOAC1 
(Association of Official Analytical Chemists - Method 983.15) com pequena 
adaptação. Para a análise são tomadas 5,0 g de amostra que são dissolvidas em 20 ml 
de hexano saturado com acetonitrila (saturar 300 mL de hexano em um funil de 
separação adicionando acetonitrila até que as 2 fases permaneçam em contato por 2 
min. de agitação). É feita a extração com três volumes de 50 ml de acetonitrila 
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saturada com hexano (saturar 300 mL de acetonitrila em funil de separação 
adicionando hexano até que as 2 fases permaneçam em contato por 2 min. de 
agitação). As alíquotas são juntadas e o solvente evaporado em evaporador rotativo, a 
temperatura de aproximadamente 40oC. O resíduo obtido é resuspendido em metanol 
e transferido para um balão volumétrico de 10 mL, sendo o volume completado com 
metanol. Os extratos foram filtrados em membrana com poros de 0,45µm antes de 
serem injetados no cromatógrafo. 
 As condições cromatográficas para a separação dos cinco antioxidantes 
sintéticos foram: uso de coluna C18 (Chromolith), fase móvel formada por 
metanol:água (com adição de ácido acético 5% ajustando-se o pH a 3,1). A eluição 
dos compostos foi feita por gradiente, iniciando com 55% de metanol e 45% de água, 
chegando a 87% de metanol em 10 minutos, voltando as condições iniciais da corrida 
em 5 minutos, e permanecendo nessas condições por mais 5 minutos, a uma vazão de 
0,8 mL/min. A detecção foi feita em detector de ultravioleta (UV) utilizando-se o 
comprimento de onda de 280 nm. 
 A identificação dos picos dos antioxidantes foi feita por comparação dos 
tempos de retenção com os de padrões cromatografados nas mesmas condições e por 
co-cromatografia. 
 A quantificação foi feita por padronização externa. As concentrações 
utilizadas de cada antioxidante, para a construção das curvas de calibração construída 
com 5 níveis de concentração (40,00; 80,00; 120,00; 160,00; 200,00; 240,00 mg/kg), 
sendo cada ponto representado pela média de três determinações. 
. 
Análise estatística 
 Os resultados médios das concentrações de TBHQ nas amostras de óleos de 
soja em embalagem PET foram tratados estatisticamente pela análise de variância e a 
comparação das médias foi feita pelo teste de Tukey's, utilizando o programa 
estatístico GraphPad InStat Software v.2.02 (1990-1993). O nível de significância foi 
fixado em 5%. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 A metodologia utilizada neste trabalho permite a quantificação simultânea dos 
seguintes antioxidantes sintéticos: PG, TBHQ, BHA, OG e BHT. Entretanto, nos 
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óleos de soja envasados em embalagem metálica não foram detectados os 
antioxidantes PG, TBHQ, BHA, OG e BHT, enquanto que nas amostras em 
embalagem PET foram detectados somente o TBHQ, exceto para as amostras C e E. 
 Pelos resultados obtidos, verificou-se que a indústria de óleos tem adicionado 
antioxidante sintético somente em óleos de soja envasados em embalagem PET, sendo 
o TBHQ (Figura 1) o mais utilizado. Mostrando que estes dados estão de acordo com 
a literatura, segundo Byrd7 (2001) o TBHQ é o antioxidante sintético mais eficiente 
para óleos e gorduras, especialmente óleos vegetais altamente insaturados, em 
substituição ao BHA e BHT muito utilizado no passado (Bannwart & Toledo4, 2000). 
 Observamos que não se tem adicionado antioxidantes sintéticos em óleos de 
soja envasados em embalagem metálica (lata).  Este tipo de embalagem oferece maior 
proteção contra a luz e devido o seu alto consumo e permanecem por pouco tempo nas 
prateleiras dos mercados. Os óleos em embalagem PET, devido sua transparência, 
necessitam da adição de antioxidantes sintéticos, apesar de apresentar barreira à luz 
podem absorver alguma radiação diminuindo sua vida de prateleira (Faria12, 1991; 
Espinoza-Atencia & Faria10, 1994). 
 Pelos resultados obtidos (Tabela 2), pode-se observar que não houve 
variabilidade dos resultados médios das concentrações de TBHQ (p<0,05) entre as 
marcas. Entretanto, há diferenças entre os lotes de uma mesma marca. 
 O uso de TBHQ em alimentos não é autorizado em alguns paises como: 
Comunidade Européia9, Canadá8 e outros. Já nos Estados Unidos11, Argentina2, 
Australia3 e Brasil6 o TBHQ é permitido no limite máximo de 200 mg/kg por peso de 
conteúdo de gordura ou óleo do alimento. Os resultados obtidos evidenciaram que as 
concentrações de TBHQ nos óleos de soja estão de acordo com a legislação brasileira. 
Figura 1: Cromatograma da amostra de óleo de soja separados por CLAE. Condições 
cromatográficas:RP 18, 100 mm x 4,6mm 5µm x  (Chromolith, Merck), vazão 0,8 
mL/min., fase móvel empregada metanol:água (acidificada com ácido acético a 5%,  
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pH 3,1) 55:45, chegando com 10 minutos a 87:13, permanecendo nessas condições 
por 5 minutos e retornando as condições iniciais após 20 minutos de corrida. Detecção 
a 280 nm. 
 
Tabela 2: Concentração do terc-butilhidroquinona (TBHQ) encontrado em óleo de 
soja em embalagem PET. 
Concentração de TBHQ* (mg/kg)  
Marca 
 
Lote Média e Desvio Padrão Coeficiente de Variação (%) 
A 1 59,4+0,1a 0,2 
 2 55,8+2,1b 3,8 
 3 59,2+0,4c 0,7 
Média entre lotes 58,1A + 2,0 3,4 
B 4 59,3+0,9a 1,5 
 5 38,2+1,4b 3,7 
 6 50,5+0,1c 0,2 
Média entre lotes 49,3A + 10,6 21,5 
C 7 nd - 
 8 nd - 
 9 nd - 
Média entre lotes 0 - 
D 10 60,3+0,9a 1,5 
 11 42,7+6,5b 15,2 
 12 101,0+5,3c 5,3 
Média entre lotes 68,0A + 29,9 44,0 
E 13 nd - 
 14 nd - 
 15 nd - 
Média entre lotes 0 - 
F 16 47,7+2,3a 4,8 
 17 51,9+0,4b 0,8 
 18 53,6+0,3c 0,6 
Média entre lotes 51,1A + 3,0 5,9 
As letras minúsculas representam diferenças entre os lotes da mesma marca e as maiúsculas que não há 
diferenças entre as marcas. 
nd. Não detectado (<2,36 mg/kg). 
 
CONCLUSÃO 
 Os resultados obtidos evidenciaram que a indústria de óleos tem utilizado 
muito pouco os antioxidantes em óleos de soja, adicionando apenas ao óleo envasado 
em embalagens PET, sendo TBHQ o antioxidante mais utilizado. 
 Os níveis de TBHQ encontrados nos óleos em embalagens PET estavam 
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Foram estudadas 4 tipos de óleos vegetais (soja, canola, milho e girassol), 3 marcas de 
margarinas e 2 gorduras hidrogenadas, comercializados na Cidade de São Paulo, com o 
objetivo de comparar a concentração de antioxidantes sintéticos empregados nestes 
produtos. Empregou-se a Análise de Variância (ANOVA), teste-t e comparação múltipla 
de Tukey's no nível de 95% de significância, nos diversos tipos de óleos, margarinas e 
gorduras hidrogenadas. Os resultados obtidos mostraram que em todas as marcas de óleos 
de girassol e em algumas marcas de óleos de canola e milho, não foram encontrados 
nenhum tipo de antioxidante sintético, sendo estes excluídos do estudo estatístico. 
Entretanto, em algumas marcas de óleos de soja, canola e milho foram detectados 
somente um tipo de antioxidante sintético que foi o TBHQ (terc-butil hidroquinona), 
através da análise estatística (ANOVA) e a comparação multipla de Tukey's sugeriram 
que não existem diferenças significativas entre as concentrações de TBHQ nos 3 tipos de 
óleos analisados. Pelo teste t aplicados às gorduras hidrogenadas e margarinas, sugerem 
que na gordura não existe diferença significativa entre as concentrações de BHT, já na 
margarina há uma diferença significativa. Contudo pode-se observar que tanto nos óleos, 
gorduras e margarinas, os valores dos intervalos de confiança não ultrapassam o limite 
estabelecido pela legislação brasileira. 
 
ABSTRACT 
They were studied 4 traded vegetables oils kinds in the City of São Paulo, with the 
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objective of compare the concentration of antioxidants synthetic utilized in diverse 
vegetables oils kinds (soy, canola, corn and sunflower). using of the ANOVA and by the 
multiple comparison of Tukey' s in the level of 95%. However, the results obtained 
showed that the marks of oils of sunflower not contain no kind of synthetic antioxidant 
and also in some of canola and corn, being these excluded of the statistical study. Already 
in the soy oils marks and in some of canola and corn were detected the antioxidant 
synthetic TBHQ (tert-butylhydroquinone), to ANOVA and the comparison of Tukey' s 
showed that are similar, not existing significant differences between the concentrations of 





Os alimentos são constituídos de carboidratos, lipídios, proteínas e água. 
Entretanto, os lipídios são um dos constituintes de maior importância tanto do ponto de 
vista tecnológico como nutricional. Eles podem sofrer alterações decorrentes de reações 
químicas que levam o alimento à deterioração. Esta deterioração pode ser dividida em 4 
tipos: hidrólise, oxidação, reversão e polimerização. A oxidação é responsável por 
alterações de odor, sabor, textura, consistência e aparência, assim como perda do valor 
nutricional, devido à destruição de ácidos graxos essenciais e vitaminas lipossolúveis 
(STUCKEY, 1968; BUCK, 1991; JADHAVI et al., 1997; BYRD, 2001). 
 A adição de antioxidantes nos óleos, gorduras e similares ajuda a prevenir ou 
retardar a oxidação. Tradicionalmente, o butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno 
(BHT), galato de propila (PG) e terc-butilhidroquinona (TBHQ) são utilizados como 
antioxidantes sintéticos em diversos produtos (SHAHIDI, 2000). Essas substâncias 
tiveram seu uso aprovado em alimentos após investigações que comprovaram sua 
segurança dentro de um limite de ingestão diária, sendo assim estão sujeitas às 
legislações específicas de cada país ou por padrões internacionais. Nos últimos anos, 
existe uma grande preocupação em relação ao uso dessas substâncias, devidos aos 




 No Brasil, a legislação permite que a indústria de alimentos adicione os seguintes 
antioxidantes sintéticos (BHA, BHT, TBHQ e os galatos de dodecila, octila e propila) em 
óleos, gorduras e margarinas (BRASIL, 1988). Frente ao desenvolvimento tecnológico e 
uma constante diversificação de produtos no mercado, visto que encontramos diversos 
tipos de óleos vegetais e margarinas no mercado, é necessário o monitoramento desses 
antioxidantes nos alimentos. O objetivo deste trabalho foi verificar se existem diferenças 
quanto aos teores de antioxidantes sintéticos adicionados em diversos tipos de óleos 
vegetais (canola, girassol, milho e soja), margarinas e gorduras hidrogenadas 
comercializadas na Cidade de São Paulo/SP e levantar dados sobre o uso desses 
antioxidantes. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Amostras 
 Foram analisadas os seguintes óleos vegetais (embalagem PET): 6 marcas de soja, 
5 de canola, 5 de milho e 3 de girassol, 3 marcas de margarinas e  2 marcas de gorduras 
hidrogenadas. Cada marca foi formado por 3 diferentes lotes de fabricação adquiridas 
junto ao comércio da cidade de São Paulo/SP, recolhidos aleatoriamente. Todos os 
produtos estavam dentro dos prazos de validade. As amostras de óleos foram estocadas e 
protegidas da luz e depois de aberta foram mantidas refrigeradas a 4oC, as margarinas e 
gorduras hidrogenadas foram mantidas refrigeradas a 4oC antes e depois de abertas. As 
determinações foram conduzidas em duplicata sendo cada lote analisado foi formado por 
no mínimo 2 embalagens; cujo conteúdo foi homogeneizado antes da tomada da amostra 
para análise. 
 












Marca A Ácido citrico e BHT Marca A 65 EDTA-cácico dissódico, BHT, 
ácido citrico 
Marca B Ácido cítrico, BHA e/ou Marca B 80 BHT 
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  Marca C 65 EDTA 
  
 Na Tabela 1, são apresentados os antioxidantes declarados na rotulagem das 
embalagens das gorduras hidrogenadas e das margarinas. 
 
Reagentes  
 Os antioxidantes foram adquiridos das empresas: galato de propila (PG) da Sigma 
Chemical Co/USA, galato de octila (OG) da Aldrich Chemical Company Inc/USA, butil 
hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT) e o terc-butilhidroquinona (TBHQ) da 
Fluka Chemie/Switzerland. Os solventes utilizados todos grau CLAE foram: Hexano e 
Metanol (Omnisolv) da Merck/EM SCIENCE e a acetonitrila (Chromar) da Mallinckrodt. 
O ácido acético PA da Merck. A água foi purificada utilizando sistema Máxima Scientific 
da Elga (Inglaterra) e filtrada com membrana de 0,45 µm de porosidade. 
 
Padrões 
 Uma solução estoque foi preparada para cada antioxidante (PG, TBHQ, BHA, OG 
e BHT). Pesou-se cerca de 50 mg do antioxidante, transferiu-se para um balão 
volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com metanol. A solução trabalho foi 
preparada a partir da diluição da solução estoque. Foi pipetado 1 mL da solução estoque 
para um balão volumétrico de 100 mL, completado o volume com metanol, de maneira a 
obter uma concentração final de 0,01 mg/mL. As soluções padrões foram preparadas, 
mantidas refrigeradas a 4oC e protegidas da luz por no máximo 2 dias para o TBHQ e 1 




 As análises cromatográficas foram realizadas empregando-se um cromatográfo 
líquido de alta eficiência, marca Shimadzu, composto de vários módulos: 2 bombas LC-
10AD, detector de ultravioleta-visivel (SPD-10AV), um auto injetor (SIL-10A), um 
degaseificador on-line (modelo DGU-14A-THE) e um software Class LC 10-A para 
aquisição de dados e controle total do sistema. E um rota-evaporador modelo 461 de 
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marca Büchi (Switzerland). A coluna utilizada na separação cromatográfica foi C18 de 
sílica, monolítica (Chromolith), 5µm. 100 mm x 4,6mm i.d. 
 
Determinação analítica 
 No procedimento de extração foi utilizado o método da AOAC (Association of 
Official Analytical Chemists - Method 983.15) com pequena adaptação. Para a análise 
são tomadas 5,0 g de amostra que são dissolvidas em 20 ml de hexano saturado com 
acetonitrila (saturar 300 mL de hexano em um funil de separação adicionando acetonitrila 
até que as 2 fases permaneçam em contato por 2 min. de agitação). É feita a extração com 
três volumes de 50 ml de acetonitrila saturada com hexano (saturar 300 mL de 
acetonitrila em funil de separação adicionando hexano até que as 2 fases permaneçam em 
contato por 2 min. de agitação). As alíquotas são juntadas e o solvente evaporado em 
evaporador rotativo, a temperatura de aproximadamente 40oC. O resíduo obtido é 
resuspedido em metanol e transferido para um balão volumétrico de 10 mL, sendo o 
volume completado com metanol. Os extratos foram filtrados em membrana com poros 
de 0,45µm antes de serem injetados no cromatógrafo. 
 As condições cromatográficas para a separação dos cinco antioxidantes sintéticos 
foram: uso de coluna C18 (Chromolith), fase móvel formada por metanol:água (com 
adição de ácido acético 5% ajustando-se o pH a 3,1). A eluição dos compostos foi feita 
por gradiente, iniciando com 55% de metanol e 45% de água, chegando a 87% de 
metanol em 10 minutos, voltando as condições iniciais da corrida em 5 minutos, e 
permanecendo nessas condições por mais 5 minutos, a uma vazão de 0,8 mL/min. A 
detecção foi feita em detector de ultravioleta (UV) utilizando-se o comprimento de onda 
de 280 nm. 
 A identificação dos picos dos antioxidantes foi feita por comparação dos tempos 
de retenção com os de padrões cromatografados nas mesmas condições e por co-
cromatografia. 
 A quantificação foi feita por padronização externa. As concentrações utilizadas de 
cada antioxidante, para a construção das curvas de calibração construída com 5 níveis de 
concentração (40,00; 80,00; 120,00; 160,00; 200,00; 240,00 mg/kg), sendo cada ponto 
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 A análise de variância ANOVA e comparação múltipla de médias (Tukey’s), e 
também o teste-t, no nível de significância de 5% foram realizados para comparar os 
resultados obtidos dos teores de antioxidantes sintéticos encontrados nos diversos tipos de 
óleos vegetais, margarinas e gorduras hidrogenadas.  Toda análise estatística foi realizada 
com auxilio do programa MINITAB, versão 13 (2000)/USA, fixando-se um nível de 
significância de 95%.  
 
 




 Das 6 marcas de óleos de soja analisadas neste trabalho, somente 4 delas 
continham o antioxidante sintético (TBHQ). E nas marcas dos óleos de canola, milho e 
girassol, pode-se observar que somente uma marca de óleo de canola, entre as 5 marcas e 
uma de óleo de milho entre 3 marcas analisadas apresentaram presença de um tipo de 
antioxidante sintético, o terc-butil hidroquinona (TBHQ). No caso do óleo de girassol 
nenhuma das marcas analisadas apresentou presença de algum tipo de antioxidante 
sintético. Sendo assim, foram excluídas as marcas que não continham antioxidantes 
sintéticos para a realização do tratamento estatístico. 
 Foram comparados os 3 tipos de óleos (soja, canola, milho) com presença do 
TBHQ, em diferentes marcas adquiridas no comércio da Cidade de São Paulo/SP, e os 
resultados obtidos foram expressos como média, desvio padrão e intervalo de confiança, 
conforme Tabela 2. 
 Os resultados obtidos da média e desvio padrão (Tabela 2) foram calculados entre 
os lotes de diversas marcas de óleos de soja, canola e milho. E os intervalos de confiança 
dos 3 tipos de óleos sugerem que as amplitudes destes intervalos são diferentes, 
 79
 
principalmente para os óleos de soja e canola. Observou-se valores em alguns lotes mais 
altos para o antioxidante TBHQ, mostrando  que existe uma variabilidade entre os lotes. 
O mesmo comportamento foi observado em uma das marcas de óleo de canola. Este fato 
pode estar relacionado com a vida de prateleira, já que as amostras para analise foram 
adquiridas aleatoriamente, ou seja com diferentes datas de validade. 
 
Tabela 2: Os teores de concentração de TBHQ (mg/kg) foram expressos, em média, + 
desvio padrão e intervalos de confiança a 95% de significância, nos 3 tipos de óleos (soja, 
canola e milho) de diferentes marcas. 
Concentração de TBHQ (mg/kg)  
Óleo 
 
n* M + DP** Intervalo de Confiança a 95% 
soja 24 56,63 +15,41 (50,13---63,14) 
canola 6 55,00 + 36,10 (17,12---92,90) 
milho 6 36,46 + 13,85 (21,92---50,99) 
*n=(no amostra x duas replicas ); **D.P.-desvio padrão. 
 
 Para comparar a concentração de TBHQ presente nestes óleos (soja, canola e 
milho) foi realizado ANOVA e comparação múltipla de Tukey's no nível de 95% de 
confiança, conforme Tabela 3. 
 
Tabela 3: Análise de variância (ANOVA) da comparação da concentração de TBHQ nos 
3 tipos de óleos (soja, canola e milho). 
Fonte de variação g.l Soma Quadrática Média Quadrática Fobs. 
Tipos de óleos 2 1983 992 
Erro analítico 33 12940 392 




 Os resultados obtidos pela análise de variância (ANOVA) sugere através do Fobs 
(2,53) em relação ao Fcrit. (3,32) e a comparação múltipla de Tukey's, que não existem 
 80
 
diferenças significativas entre as concentrações de TBHQ nos três tipos de óleos 
analisados. Os intervalos de confiança apresentados pelos diversos tipos de óleos, sugere 
que os valores máximos não ultrapassam o limite máximo proposto pela legislação 
brasileira que é de 200 mg/kg (BRASIL, 1988), entretanto observa-se que a padronização 
da adição do conteúdo médio deste antioxidante independe do tipo de óleo analisado. 
Este comportamento pode ser mais visualizado conforme a Figura 1, onde se pode 
observar uma amplitude maior no tipo de óleo de canola, que somente em uma marca 
apresenta uma variação muito grande entre os dados, sugerindo que este fabricante em 
especial não segue uma padronização média da adição do antioxidante sintético como nos 
demais. Este fato pode estar relacionado ao recente aparecimento desta marca nas 
prateleiras de supermercados sendo que neste haveria necessidade de maiores estudos na 
padronização do antioxidante. Esta empresa, em especial, pode estar tendo algum 
problema quando da adição do antioxidante no óleo ou o antioxidante sintético pode estar 





Figura 1: Representação dos dados dos tipos de óleos através do gráfico Boxplot, que 





 No comércio existem disponíveis poucas marcas de gorduras hidrogenadas para 
fins culinários. Sendo assim, foram adquiridas somente 2 marcas de 3 diferentes lotes de 
cada. 
 Para as gorduras hidrogenadas foi aplicado o teste-t no nível de significância de 
95%, nas marcas adquiridas no comércio de São Paulo. Sendo que as duas continham o 
antioxidante sintético (BHT) e uma delas apresentou também a presença de BHA. Estes 
dados foram expressos em média, + desvio padrão e intervalo de confiança, conforme 
Tabela 4.  
 Os resultados obtidos da média e desvio padrão (Tabela 4) foram calculados entre 






























(means are indicated by solid circles)
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pode estar relacionado com  a coleta das amostras, já que as amostras para analise foram 
adquiridas aleatoriamente e com diferentes datas de validade. 
 
Tabela 4: Os teores de concentração de BHT e BHA (mg/kg) foram expressos, em 
média, desvio padrão e intervalos de confiança à 95% de significância, na gordura 
hidrogenada. 
Concentração de BHT  
(mg/kg) 











M + DP** 
Intervalo de 
Confiança a 95% 
 
M + DP** 
Marca A 6 63,5+33,0 (28,91---98,18) - 
Marca B 6 36,1+18,0 (17.19---55.07) 3,61+3,40 
*n=(no amostra x duas replicas ); **D.P.-desvio padrão. 
 
 
 Como se pode observar pela Tabela 5, que o valor da marca A em relação a 
marca B, não difere significativamente no nível de 95% de confiança pois o valor do tobs 
(1,79) em relação ao tcrit.(2,23), sugerindo que entre as marcas não há diferenças 
significativas entre as médias de BHT que pode ser melhor visualizado na Figura 2. 
Contudo pode-se observar que em ambas as marcas, o valor do Intervalo de Confiança 
não ultrapassa o limite estabelecido pela legislação brasileira que é de 100mg/kg para o 
BHT (BRASIL, 1988) . 
 
 
Tabela 5: Análise de comparação entre as concentrações médias de gorduras 
hidrogenadas das marca A e marca B pelo teste-t, no nível de significância de 95%. 
Gordura Hidrogenada g.l tobs. 
Marca A 6 







Figura 2: Representação dos dados de duas marcas de gordura hidrogenada através do 
gráfico Boxplot, que indica no ponto vermelho as médias do BHT (mg/kg) com seu 







 No comércio dispõe-se de diversos tipos de margarinas. Existindo uma certa 
preferência em se consumir determinadas marcas. Portanto, foram adquiridas 3 marcas de 
margarinas mais consumidas para as análises. Sendo que das 3 marcas, somente duas 
continham o antioxidante sintético (BHT) e uma delas não apresentou a presença de 
nenhum tipo de antioxidante sintético. 
 Foi realizado o teste t no nível de significância de 95%, da concentração de BHT 
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Tabela 6: Os teores de concentração de BHT (mg/kg) foram expressos, em Média, 
+desvio padrão e intervalos de confiança à 95% de significância, na margarina. 
Concentração de BHT (mg/kg)  
Margarina 
 
n* M + DP** Intervalo de Confiança a 95% 
Marca A 6 107,5+16,1 (90,62-124,46) 
Marca B 6 32,50+6,17 (26,02-38,99) 
Marca C 6 nd.*** - 
*n=(no amostra x duas replicas ); **D.P.-desvio padrão; ***nd.=não detectado. 
 
 Os resultados obtidos da média e desvio padrão (Tabela 6) foram calculados entre 
os lotes das marcas A e B, resultando em valores de coeficiente de variação elevados. Isto 
pode estar relacionado com  a coleta das amostras, já que as amostras para analise foram 
adquiridas aleatoriamente e com diferentes datas de validade. 
 Como pode-se observar pela Tabela 7, o teste t sugere através tobs.(10,65) em 
relação tcrit.(2,23) que as concentrações de BHT nas 2 marcas de margarinas analisadas 
são significativamente diferentes entre si. Pode-se observar que não há uma padronização 
da adição do conteúdo médio do antioxidante e que este também depende da marca 
analisada. Os intervalos de confiança são amplos, variam conforme a marca analisada e 
este comportamento pode ser mais visualizado pela Figura 3. Contudo pode-se observar 
que em ambas as marcas, o valor do intervalo de confiança não ultrapassa o limite 
estabelecido pela legislação brasileira é de 200mg/kg para o BHT (BRASIL, 1988). 
 
Tabela 7: Análise de comparação entre as concentrações médias de margarinas das marca 
A e marca B pelo teste-t, no nível de significância de 95%. 
Margarina g.l tobs. 
Marca A 6 




Figura 3: Representação dos dados de duas marcas de margarinas através do gráfico 
 85
 




Os resultados obtidos mostram que o antioxidante sintético mais utilizado para os 
óleos vegetais é o TBHQ, e sua presença esta em maior quantidade em óleos de soja do 
que nos demais tipos de óleos (canola e milho). Contudo, nos óleos de girassol e algumas 
marcas de óleos de canola e milho, constatou-se a ausência de antioxidantes sintéticos. A 
ausência de antioxidante sintético em óleos como canola, milho e girassol pode ser 
explicado pela presença de antioxidantes naturais tal como tocoferóis, nos óleos de soja é 
comum a extração dos tocoferóis para que este seja utilizado para outros fins, e portanto, 
se faz necessário a adição de um antioxidante sintético devido ao tipo de embalagem 
utilizado (embalagem PET). 
 Com os resultados obtidos, pode-se observar que a vida de prateleira nos óleos é 
um fator importante para avaliação dos antioxidantes, pois este afeta o seu resultado final. 
Estudos de vida de prateleira devem ser realizados, determinando-se os teores de 












como índice de peróxido. 
 Nas gorduras hidrogenadas o antioxidante sintético mais utilizado é o BHT. 
Observou-se nas gorduras a presença de mais de um tipo de antioxidante (BHA e BHT). 
As concentrações do antioxidante nas marcas de margarinas variaram, pelos resultados 
obtidos observa-se que em algumas marcas (A e B) foi adicionado o antioxidante (BHT), 
enquanto que na terceira (marca C) não encontrou-se nenhum tipo de antioxidante 
sintético. 
 Em relação as gorduras hidrogenadas observa-se que não existe uma padronização 
do conteúdo de antioxidante, enquanto que nas margarinas não há a mesma padronização 
da concentração do antioxidante. Com este trabalho pode-se observar que existem uma 
diversificação do uso de antioxidante nos diversos tipos de gorduras e margarinas e 
também com relação a quantidade destes entre as marcas analisadas. No caso das 
margarinas e conforme os resultados obtidos sugere-se um novo estudo devido a 
diversidade de tipos de margarinas e concentrações de antioxidantes utilizados. 
 Nos óleos, gorduras hidrogenadas e margarinas analisadas pode-se observar que 
os fabricantes se preocupam em empregar limites máximos de antioxidantes que ficam 
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A metodologia aqui desenvolvida foi otimizada e validada para separar e 
determinar simultaneamente os antioxidantes sintéticos (BHA, BHT, OG, PG e TBHQ), 
mostrou ser bastante eficiente com taxas de recuperação superiores a 90% para todos os 
antioxidantes estudados, boa linearidade e com limites de detecção semelhante aos 
relatados na literatura. 
O método através da utilização de solventes facilmente encontrados no laboratório 
e pelo tempo empregado na separação dos 5 antioxidantes em uma corrida 
cromatográfica de 20 minutos, torna-o simples e rápido. Fazendo com que essa 
metodologia possa ser empregada em laboratórios de órgãos públicos e privados para a 
determinação dessas substâncias nos óleos, gorduras e margarinas. 
O método foi aplicado para amostras de óleos vegetais, sendo o TBHQ o único 
antioxidante encontrado. E em nenhuma das marcas de óleos de girassol analisados 
detectou-se presença de algum tipo de antioxidante sintético. Em algumas das marcas de 
óleos de canola e milho não apresentaram nenhum tipo de antioxidante. Já em margarinas 
e gorduras hidrogenadas foi detectada a presença de BHT, sendo que em uma das marcas 
de margarinas não se detectou nenhum tipo de antioxidante e em apenas uma marca de 
gordura hidrogenada foi detectada o BHA. Em nenhuma das amostras analisadas foi 
encontrado antioxidante não permitido pela legislação brasileira, e em termos 
quantitativos os níveis estão abaixo do limite máximo permitido, demonstrando que a 
indústria brasileira, quando se utiliza desses aditivos, está mantendo em níveis seguros a 
utilização desses antioxidantes. 
 
 
 
